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RESUMO

BARRETO, Fernando Oliveira. INOCULACAO DO Azospirillum VIA SEMENTE OU
PULVERIZAQAO ASSOCIADA A ADUBAC}AO NITROGENADA SOBRE AS
CARACTERISTICAS DO Brachiaria brizantha CV. MARANDU. Itapetinga, BA: UESB,
2021. 58p. Tese. (Doutorado em Zootecnia, Area de Concentracdo em Producdo de
Ruminantes)*.

O uso da adubacdo assume importancia fundamental na busca pela alta producéo de
forragem, principalmente o nitrogénio, que é o principal responsavel pela formagdo dos
tecidos vegetais. A associacdo de gramineas com bactérias fixadoras de nitrogénio pode ser
uma alternativa capaz de contribuir para a nutricdo de plantas trazendo beneficios na area
sustentavel ambiental e econdmica. Dessa forma, foram realizados 2 experimentos para
avaliar as caracteristicas produtivas e fisiolégicas do Brachiaria brizantha cv. Marandu,
inoculado ou ndo com bactérias do género Azospirillum brasilense (Azb). Este foi aplicado
apenas via semente no experimento 1 e de duas formas (via semente e pulverizado) no
experimento 2. Ambos 0s experimentos foram associados a doses de nitrogénio (0, 40, 80 e
120 Kg/ha). Os experimentos foram realizados na Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, campus Juvino Oliveira, Itapetinga (BA), em esquema fatorial 2 x 4 e delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com 4 repeticdes por tratamento. 48 vasos para cada
experimento com capacidade de 12 kg de solo seco foram alocados em casa de vegetacdo. O
solo utilizado para preenchimento dos vasos foi coletado na camada de 0-20 cm de
profundidade, no Campus da Universidade. Foram utilizadas sementes convencionais de
Brachiaria brizantha cv.Marandu. Para os tratamentos com inoculante Azb via sementes,
estas foram embebidas no produto na dose proporcional de 150 ml do inoculante para cada 10
kg de sementes. Para realizar a aplicacdo o produto foi diluido na proporc¢édo de 1,5 ml para 50
ml de &gua. Quando as plantas alcancaram 30 cm de altura foi realizado o corte de
uniformizacdo e logo em seguida a adubacdo nitrogenada via ureia de forma Gnica. A
aplicacdo do inoculante Azb via pulverizacdo foi realizada 5 dias apds o corte de
uniformizagdo, na dose de 600 mi/ha™. 30 dias ap0s o corte de uniformizagao foi feito o corte
e desmanche dos vasos, entdo foram avaliadas as caracteristicas produtivas e fisiologicas do
Brachiaria Brizantha cv. marandu. Experimento 1: Houve interacdo para as variaveis
producdo de massa seca de colmo e producdo total de forragem, sendo que independente da
dose, a inoculacdo com Azb promoveu aumento na producdo total. A producdo de folha foi
8,29% maior para o tratamento que recebeu aplicacdo de Azb. O tratamento contendo o Azb
teve maior relacdo folha/colmo. O uso do Azb levou a incremento em relacdo a todas as
varidveis produtivas de parte aérea, independente da dose de adubacdo nitrogenada utilizada.
Para volume de raiz houve diferenca significativa em relacdo ao uso ou ndo do Azb, sendo
que quando utilizado resultou em aumento. Ja para a producdo de massa seca de raiz ndo
houve diferenca significativa. A adubagéo nitrogenada resultou em crescimento linear tanto
para volume de raiz quanto para massa seca de raiz. Verificou-se entdo, que a adubacao
nitrogenada elevou o teor de PB. A interacdo foi significativa para as fragdes B1+B2 e C das
proteinas. A fracdo B1+B2 foram as que tiveram maiores teores em comparacdo as outras
fragdes. O uso do Azb levou a um aumento de 6,66 e 13,56% para fragdo proteica A e B3
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respectivamente. Ja em relacdo a adubacéo nitrogenada as respostas foram quadraticas, sendo
que a adubacdo aumentou o teor da fracdo A, assim como o uso do Azb. A interacdo foi
significativa para as varidveis indice SPAD, carotenoides e clorofilas totais. Houve efeito
significativo em relacdo ao uso do Azb para os teores de globulina, onde com o uso houve
acréscimo de 20%. O uso do Azb aumentou os acUcares solUveis totais da raiz em 12,09%. Ja
em relacdo & adubacgdo nitrogenada o aumento foi de 35,22 % na maior dose. A adubagdo
nitrogenada levou a um aumento do amido do colmo e raiz. O uso do Azb acarretou aumento
significativo para o variavel nimero total de folhas sendo este de 12,51%. As doses de 80 e
120 kg de nitrogénio houve uma maior area foliar para o tratamento com o Azb.
Experimento 2: A interacdo foi significativa para a producéo de folha, sendo maior quando o
Azb foi aplicado via pulverizagcdo nas doses de 0, 40 e 120 kg de nitrogénio. A producéo de
caule foi maior na dose de 120 kg de Nitrogénio. Em relacdo a producédo total da planta,
observa-se maior producdo quando o Azb foi aplicado de forma pulverizada independente da
dose de nitrogénio aplicada. Houve interacdo significativa para volume de raiz e massa seca
de raiz em funcdo da forma de aplicacdo de Azb e uso do fertilizante nitrogenado. Quando o
Azb foi aplicado de forma pulverizada os aumentos foram de 8,57 e 22,49% para as doses 80
e 120 nitrogénio respectivamente para volume de raiz. Para as variaveis matéria seca, fibra em
detergente neutro corrigida para cinzas e proteina e fibra em detergente acido houve reducgéo
nos teores quando o Azb foi aplicado de forma pulverizada, sendo que o contrario aconteceu
com carboidratos ndo fibrosos. Em relagdo adubacdo nitrogenada ocorreu uma queda na
fracdo C quando foi utilizada a adubacdo. A interacdo foi significativa para indice SPAD e
teores clorofila a, clorofila b, carotenoides e clorofilas totais, sendo independente da forma de
aplicacdo. Houve diferenca significativa para glutelina, sendo maior 27% quando aplicado de
forma pulverizada. Houve diferenca significativa entre as formas de aplicacdo do Azb para
acucares soluveis totais na folha e colmo, com valores superiores quando a aplicacdo foi
pulverizada. A maior area foliar foi observada quando o inoculante foi aplicado de forma
pulverizada. Em concordancia com a maior producdo de folhas. O inoculante contendo
bactérias Azospirillum brasilense pode ser associado ao uso da adubacdo nitrogenada,
apresentando aumento na producéo total do Brachiaria brizantha CV. Marandu até o maximo
nivel de adubag&o nitrogenada utilizado no presente trabalho. Sendo recomendado a forma de
aplicacdo pulverizada.

Palavras-chave: clorofila; nitrogénio; producéo; proteina

* QOrientador: Fabio Andrade Teixeira D.Sc. UESB, Co-orientador: Daniela Deitos Fries D.Sc. UESB e
Coorientador: Daniel Lucas Santos Dias D.Sc. UEFS.
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ABSTRACT

BARRETO, Fernando Oliveira. Inoculation of Azospirillum by seed or spraying associated
with nitrogen fertilizer in the characteristics of Brachiaria brizantha cv. Marandu.
Itapetinga, BA: UESB, 2021. 58p. Thesis. (PhD in Animal Science, Area of Concentration in
Ruminant Production).*

The use of fertilizers plays a fundamental importance in the search for higher forage
production, especially nitrogen that is the main one responsible for the formation of plant
tissues. The association of grasses with nitrogen-fixing bacteria can be an alternative capable
to contribute to plant nutrition, bringing benefits in environmental and economic
sustainability. Thus, 2 studies were performed to evaluate the productive and physiological
characteristics of Brachiaria brizantha cv. Marandu, inoculated or not with bacteria of gender
Azospirillum brasilense (Azb). It was applied by seed in experiment 1 and in two ways (by
seed and sprayed) in experiment 2. Both studies were associated with nitrogen rates (0, 40, 80
and 120 kg/ha). The studies were carried out at the Southwest State Bahia University, Juvino
Oliveira campus, Itapetinga (BA), in a 2 x 4 factorial scheme in a completely randomized
design (CRD), with 4 replications per treatment. It was used 48 plant vases for each
experiment with a 12 kg capacity of soil were placed in a greenhouse. The soil utilized to fill
the plant vases was collected in the 0-20 cm depth layer, at the University Campus. It was
used conventional seeds of Brachiaria brizantha cv. Marandu. For treatments with Azb
inoculant by seeds, these were soaked on the product in a proportional dose of 150 ml of the
inoculant for every 10 kg of seeds. To carry out the application, the product was diluted in the
proportion of 1.5 ml to 50 ml of water. When the plants reached 30 cm high, the standard cut
was carried out and soon after the nitrogen fertilizer by urea in a unique way. The application
of the inoculant Azb by spraying was carried out 5 days after the standardization cut, at a dose
of 600 ml/ha*. 30 days after the standardization cut, the plant vases were cut and break, then
the productive and physiological characteristics of Brachiaria Brizantha cv. Marandu were
analyzed. Study 1: It was observed interaction for the variables stem dry mass production and
total forage production, and regardless of the dose, inoculation with Azb promoted an increase
in total production. Leaf production was 8.29% higher for the treatment with Azb application.
The treatment containing Azb had the highest leaf/stem ratio. The application of Azb led to an
increase in relation to all productive variables of shoots, regardless of the nitrogen fertilizer
rate applied. For root volume, there was a significant difference in relation to the application
or not of Azb, and when it was applied it resulted in an increase. As for the production of dry
root mass, there was no significant difference. Nitrogen fertilizer resulted in linear growth for
both root volume and root dry mass. It was then verified that nitrogen fertilizer increased the
CP content. The interaction was significant for the B1+B2 and C fractions of the proteins. The
fraction B1+B2 had the highest contents compared to the other fractions. The use of Azb led
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to an increase of 6.66 and 13.56% for protein fraction A and B3 respectively. The nitrogen
fertilizer, the responses were quadratic, and fertilizer increased the content of fraction A, as
well as the application of Azb. The interaction was significant for the variables SPAD (Soil
Plant Analysis Development) index, carotenoids and total chlorophylls. There was a
significant effect in relation to the application of Azb for the levels of globulin, with the use
there was an increase of 20%. The use of Azb increased total soluble sugars in the root by
12.09%. In relation to nitrogen fertilizer, the increase was 35.22% at the highest dose.
Nitrogen fertilizer led to an increase in stalk and root starch. The use of Azb resulted in a
significant increase for the variable total number of leaves, which was 12.51%. The doses of
80 and 120 kg of nitrogen showed a greater leaf area for the treatment with Azb. Study 2: The
interaction was significant for leaf production, being greater when Azb was applied by
spraying at doses of 0, 40 and 120 kg of nitrogen. Stem production was higher at the dose of
120 kg of Nitrogen. In relation to the total production of the plant, a higher production was
observed when Azb was applied in a pulverized form, regardless of the applied nitrogen dose.
There was a significant interaction for root volume and root dry mass as a function of the
form of Azb application and use of nitrogen fertilizer. When Azb was sprayed, the increases
were 8.57 and 22.49% for doses 80 and 120 nitrogen, respectively, for root volume. For the
variables dry matter, neutral detergent fiber corrected for ash and protein and acid detergent
fiber there was a reduction in the contents when Azb was applied in a powdered form,
whereas the opposite happened with non-fibrous carbohydrates. Regarding nitrogen fertilizer,
there was a drop in fraction C when fertilizer was used. The interaction was significant for
SPAD index and chlorophyll a, chlorophyll b, carotenoids and total chlorophyll contents,
regardless of the form of application. There was a significant difference for glutelin, being
27% higher when applied as a powder. There was a significant difference between the forms
of Azb application for total soluble sugars in the leaf and stem, with higher values when the
application was sprayed. The largest leaf area was observed when the inoculant was sprayed.
In agreement with the higher production of leaves. The inoculant containing Azospirillum
brasilense bacteria can be associated with the application of nitrogen fertilizer, as it
demonstrated an increase in the total production of Brachiaria brizantha CV. Marandu until
the maximum level of nitrogen fertilizer used in the present study. The sprayed form of
application is recommended.

Keywords: chlorophyll; nitrogen; production; protein
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REFERENCIAL TEORICO

1.1 Introdugéo

O Brasil se localiza quase em sua totalidade, na regido tropical, sendo assim
favorecido com condic¢des climéticas propicias a altas produgdes de forragem. Tornando as
pastagens de grande importancia na alimentagcdo animal.

No entanto, em grande parte dos sistemas de producdo, as forrageiras tém apresentado
baixa producdo gracas ao empobrecimento do solo, em razdo do esgotamento dos nutrientes
removidos no processo produtivo, e que ndo foram repostos ao longo dos muitos anos de
exploracdo (Vasconcelos, 2006). A baixa disponibilidade de nutrientes no solo e manejo
inadequado sdo as principais causas de queda na produtividade das pastagens. Assim, 0 uso da
adubacdo assume importancia fundamental na busca pela alta producdo de forragem,
principalmente o nitrogénio, que é o principal responsavel pela formacao dos tecidos vegetais
(Fagundes et al., 2006). Porém, os fertilizantes nitrogenados tém um alto custo, o que acaba
onerando a producdo. Aliado ao alto custo de producdo tem-se a preocupagdo com uma
producdo mais sustentavel, levando a busca por alternativas para reduzir o impacto ao meio
ambiente causado por fertilizantes quimicos (Costa et al., 2015).

O manejo do solo e a exploragdo da biodiversidade dos sistemas agricolas tém sido
utilizados para otimizar a producédo e a sustentabilidade dos ecossistemas. A associacdo de
gramineas com bactérias fixadoras de nitrogénio pode ser uma alternativa capaz de contribuir
para a nutricdo de plantas trazendo beneficios na area sustentavel ambiental e econémica,
podendo diminuir a utilizagcdo de adubos nitrogenados, e garantir altas taxas de produtividade
(HUNGRIA et al., 2010). Dentre as bactérias fixadoras de nitrogénio, o género Azospirillum é
uns dos mais bem estudados, sendo capaz de colonizar centenas de espécies de plantas e
melhorar seu crescimento, desenvolvimento e produtividade, seja através da fixacdo de
nitrogénio e/ou producao de fitohormonios (Cassan & Dias-Zorita, 2016).

Hungria et al., (2016), em experimentos realizados em trés diferentes area geograficas
do Brasil, onde os tratamentos consistiram em: sem adubacdo nitrogenada (N), sem
inoculagdo de Azospirillum; adubagio N (40 kg de N hal), sem inoculagdo, e combinagéo de

adubacdo N (40 kg de N hal) e inoculagdo, encontraram aumentos significativos



independente da area geografica na producdo de biomassa de Brachiaria brizantha e
ruzizienses quando o Azospirillum foi associado com a adubag&o nitrogenada. Chegando a um
aumento meédio de 22,1% quando houve a associacdo, ja quando foi utilizado apenas a
adubacdo nitrogenada o aumento foi de 5,4%. Aguirre et al., (2018) trabalhando com
inoculagio de Azospirillum e adubagdo (0, 100 e 200 kg de N ha™*) em Coastcross, também
relatam aumentos na producdo nos tratamentos que receberam inoculagdo, porém, quando ndo
associado a adubacdo nitrogenada. O mesmo foi relatado por Oliveira et al. (2007), em
experimento com Brachiaria brizantha cv. Marandu na presenca ou auséncia da inoculacéo
com Azospirillum brasilense e doses de nitrogénio (0, 150, 200 e 300 kg.ha), eles afirmam
que a inoculagdo das sementes aumentou em 6% a producdo de forragem no primeiro corte.
Porém, quando se aplicou nitrogénio na pastagem ndo houve efeito da inoculacéo.

Dessa forma, surge o interesse crescente no uso de inoculantes bacterianos em
gramineas perenes. Onde ha a hipotese de que fixacdo biologica de nitrogénio através de
bactérias diazotroficas como, Azospirillum Brasilense (Azb), € uma alternativa eficaz para
diminuir o uso de fertilizantes nitrogenados e aumentar a producdo de forragem. Mas, 0
sinergismo entre a inoculacdo com Azospirillum Brasilense e adubacéo nitrogenada ainda nédo
esta esclarecido. Neste sentido, este estudo tem o objetivo de avaliar os efeitos da inoculagéo
e da adubacgdo nitrogenada sobre as caracteristicas produtivas e fisioldgicas na Brachiaria

brizantha cv. Marandu.

1.2 Brachiaria brizantha cv. Marandu

O género Brachiaria possui cerca de 100 espécies, sendo em grande parte de origem
Africana. A primeira espécie introduzida oficialmente no Brasil em 1952 foi a Brachiaria
decumbens, porém foi a partir de 1965 que o género conseguiu ser reconhecido, com a
chegada de espécies como a Brachiaria ruzizienses e Brachiaria brizantha (Valle, 1990).
A Brachiaria brizantha cv. Marandu pelas suas caracteristicas agrondmicas e indices
zootécnicos ocupa extensas areas no Brasil. Como caracteristicas, apresenta alta producdo de
matéria seca, boa adaptabilidade aos mais diversos climas e solos do pais, facilidade de
estabelecimento, persisténcia e bom valor nutritivo, apresenta poucos problemas de doengas,
além de mostrarem bom crescimento durante a maior parte do ano, inclusive no periodo seco
(Valério, 2009).

A Brachiaria brizantha cv. Marandu foi langada pela Embrapa em 1984, tendo origem

em uma regifo vulcanica da Africa, e vinda da Estacdo Experimental de Forrageiras de



Marandellas, no Zimbabue (Lucena, 2011). O capim marandu é uma planta do ciclo
fotossintético do tipo C4, com crescimento cespitoso. Os colmos iniciais sdo prostrados,
produzindo, entretanto, perfilhos predominantemente eretos, sendo os colmos floriferos e o
perfilhamento nos nos superiores. Os seus rizomas sdo curtos e encurvados. As bainhas
apresentam pilosidades e cilios nas margens, geralmente mais longas que 0s entrends,
escondendo o0s nés. As laminas foliares possuem pilosidade na parte superior e inferior
(Camaréo & Filho, 2005). O florescimento é bem acentuado, ocorrendo no final do verao, nos
meses de fevereiro e marco. Apresenta os dois tipos de resisténcia as cigarrinhas da pastagem,
a antibiose (acdo adversa da planta sobre a biologia do inseto) e a antixenose (a planta
apresenta caracteristicas fisicas que dificultam a agdo do inseto), o que a torna a cultivar de
Brachiaria resistente a cigarrinhas das pastagens (Valle et. al., 2010).

O Marandu tem apresentado produtividade bem distribuida no ano e uma alta
producdo de massa seca de forragem, mantendo o solo bem coberto devido ao seu rapido
estabelecimento. Assim, sendo bastante competitiva com invasoras. Recomenda-se que 0
corte seja efetuado entre 20 e 30 cm, para facilitar o rebrote da planta (Costa et al., 2001).
Segundo Vilela (2005), o valor nutritivo do Marandu varia de acordo com sua idade, assim,
com 60 dias de crescimento, possui 29,5% de matéria seca (MS), 10,5% de proteina bruta

(PB) e produtividade média, varia entre 10 a 17 toneladas de MS/ha/ano.

1.3 Nitrogénio em pastagens

O Nitrogénio € um macronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas,
estando presente na composicao de diversas moléculas e também nas atividades bioquimicas
(ATP, NADH, NADPH, clorofilas, aminoacidos, proteinas, enzimas e coenzimas), sendo
entdo um componente limitante para diversas culturas, principalmente gramineas forrageiras,
representando geralmente de 20 a 40 g kg™t da MS dos tecidos vegetais (Taiz & Zeiger, 2017).
Dentre os nutrientes, o nitrogénio é o principal responsavel pelo aumento da producdo de
forragem. De acordo com Cecato et al. (2000), o nitrogénio induz processos metabdlicos, 0s
quais resultam em beneficios acentuados na producdo de matéria seca e energia para as
gramineas, promovendo um crescimento diferenciado de 6rgdos e sistemas.

As gramineas tropicais apresentam elevado potencial de resposta a adubacao
nitrogenada, sendo que respostas lineares de producao séo encontradas até doses consideradas
elevadas (400 a 600 kg ha™) (Bernadi et al., 2018; Campos et al., 2016). Esse nutriente tem

influéncia marcante nos componentes estruturais das plantas, como tamanho das folhas e do



colmo, emisséo e desenvolvimento dos perfilhos, sendo o principal constituinte das proteinas
(Freitas, 2009, Rosado; Gontijo, 2017). Além dos beneficios supracitados, a reposi¢cdo do
nitrogénio é capaz de garantir também melhorias no valor nutritivo da forragem (Marques et
al., 2016).

O nitrogénio pode ser obtido atraves de processos naturais ou através do processo
industrial. Os processos naturais para a obtencdo nitrogénio prontamente disponivel para as
plantas sdo através do relampago, reacdes fotoquimicas ou por meio da fixacdo bioldgica de
nitrogénio. Os relampagos convertem o vapor de dgua e o oxigénio em radicais hidroxilas
livres altamente reativos, em atomos de hidrogénio livre e em atomos de oxigénio livre, que
atacam o nitrogénio molecular (N.), formando o &cido nitrico (HNOz). Posteriormente, esse
acido nitrico precipita-se sobre a Terra com a chuva. As reacfes fotoquimicas acontecem
entre o oxido nitrico gasoso (NO) e o ozénio (Oz), produzindo o &cido nitrico (HNO3) (Taiz &
Zeiger, 2017). Outra maneira de obtencdo do nitrogénio via processo natural é através da
fixacdo bioldgica de nitrogénio (cerca de 90% do nitrogénio fixado por processos naturais),
em que bactérias ou cianobactérias (algas azuis) fixam o N2 em am6nia (NHz). Essa aménia
dissolve-se na agua e forma o amonio (NH**) (Taiz & Zeiger, 2017).

Ja para processo industrial é necessario temperaturas elevadas (cerca de 200°C) e
pressdo alta (cerca de 200 atmosferas), e a presenca de um metal catalisador (geralmente
ferro), entdo o N2 combina-se com hidrogénio para formar amonia. Essa reacdo de fixacéo de
nitrogénio é conhecida como processo Haber-Bosch, sendo o ponto de partida para a
fabricacdo de muitos produtos industriais e agricolas (Taiz & Zeiger, 2017). No entanto, esse
processo é de alto custo o que leva o processo de adubacdo a um alto valor agregado. O
processo industrial também acarreta no aumento no consumo de energia fdssil, ou seja, uma
energia ndo renovavel, além de emissdes de gases de efeito estufa do solo, sendo o mais
importante, o 6xido nitroso (N20) (Harrison & Web, 2001; Dobbie & Smith, 2003).

O nitrogénio ¢ absorvido do solo por meio das raizes, na forma de Nitrato (NO*) e
amonio (NH*"), o amonio pode ser incorporado e utilizado pelas plantas em funcéo da acéo
das enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato oxo-glutarato amino sintetase (GOGAT) ou
ainda glutamato desidrogenase (GDH), que produzem o aminoacido glutamato (&cido
glutdmico) e, a partir deste incorporados na parte aérea formando compostos nitrogenados e
auxiliando a fixacdo de carbono. Ja o nitrato uma vez absorvido pelas raizes, na célula, pode
ser reduzido a nitrito através da enzima redutase do nitrato e, entdo, convertido a amonio
através da enzima redutase do nitrito. (Taiz & Zeiger, 2017, Bredemeier & Mundstock.,
2000).



Segundo os levantamentos de trabalhos com uso de adubacdo nitrogenada em
cobertura feitos por Andrade et al. (2011), os autores observaram que € possivel aumentos de
até mais de 100% na massa seca de forragem de Brachiaria, quando adubadas com
nitrogénio. Soares Filho et al. (2016) propGem para as gramineas, em sistemas menos
intensivo, uma aplicacio de 60 a 100 kg ha de N, enquanto para os sistemas de producio
mais intensivos, recomendam a aplicacdo de 100 a 200 kg ha-1 de N. Cecato et al. (2000)
adubando em niveis crescentes de nitrogénio (0, 100, 200 e 600 kg ha?) o Brachiaria
brizantha cv. Marandu observaram o aumento na producdo de matéria seca a medida que se
elevou a dose de nitrogénio. J& Santos Jr et al. (2000), trabalhando com Brachiaria
decumbens, observaram que a utilizagdo de nitrogénio além de proporcionar aumento na
producdo de matéria seca da parte aérea, elevou também a producdo de raizes. Esse aumento
na producdo de raizes é benéfico, pois a planta abrange uma maior area de captacdo de dgua e
nutrientes, com consequente maior absorcdo de nutrientes. O trabalho desenvolvido por
Fagundes et al. (2005) corrobora a afirmativa supracitada, quando ao avaliarem uma pastagem
de Brachiaria decumbens em pastejo continuo com doses crescentes de nitrogénio (75, 150,

225 e 300 kg ha't), observaram aumento linear na producéo da biomassa de raiz.

1.4 Fixacdo bioldgica de nitrogénio

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é realizada por algumas bactérias chamadas
de diazotrdficas, entre as mais estudadas destacam-se aquelas pertencentes aos géneros
Azospirillum, Herbaspirillum e Burkholderia. Esses organismos representam a forma mais
importante de fixar o nitrogénio atmosférico, pois contribui com a maior parte do nitrogénio
fixado atualmente no planeta (Cardoso & Andreote, 2016).

As bactérias diazotroficas podem estabelecer simbiose as com diferentes espécies
vegetais, estas sao capazes de criar nédulos, que sdo estruturas especializadas, localizadas nas
raizes de plantas leguminosas. A maioria das bactérias diazotroficas sdo de vida livre no solo,
ocorrendo em todos os tipos de solo. As diazotroficas podem ainda estar associadas a espécies
vegetais, vivendo endofiticamente nas raizes e parte aérea, (Moreira et al.,, 2010).
Independente do tipo de interacdo, todas as bactérias diazotroficas tem o mesmo sistema de
fixacdo de nitrogénio, baseado na reducdo do nitrogénio atmosférico a aménia pela acdo da
enzima nitrogenase (Cardoso & Andreote, 2016).

Dentre os microrganismos diazotroficos, os de vida livre além de serem 0s mais

abundantes foram os primeiros a serem reconhecidos. No Brasil, trabalhos pioneiros



realizados pela Dra. Johanna Ddbereiner, resultaram no isolamento das espécies Beijerinkia
fluminensis e Beijerinkia indica da rizosfera de cana-de-agUcar cultivadas em solos tropicais
(Dobereiner; Ruschel, 1958; Burris, 1975).

Como ja foi supracitado o complexo nitrogenase € responsavel pela conversdo do N2
para NHs (Hardy et al., 1986) forma assimilavel pelos seres vivos. O processo é realizado na
auséncia de oxigénio, usando ATP (adenosina trifosfato) (Masepohl & Kranz, 2009). A
nitrogenase tem como componentes estruturais o ferro (Fe) e molibdénio (MO) ou vanadio
(V), formando assim uma ferro-proteina (Fe-proteina) e uma Molibdénio-ferro-proteina
(MoFe-proteina), e para que a reagdo aconteca, é necessario haver um transporte de elétrons, a
Fe-proteina que coleta a forca redutora e energia, e contém o sitio ativo da reducdo do N2, jda
MoFe-proteina coleta e reduz o substrato (Raymond et al., 2004), ambas sdo capazes de
transportar elétrons. Ainda durante a reacdo de reducdo do Nz, a enzima nitrogenase €
auxiliada por uma outra molécula componente que transporta elétrons, a erredoxina que é
uma proteina ferro-enxofre que intermedeia a transferéncia de elétrons (Vinhal-Freitas &
Rodrigues, 2010) (Figura 1).

Complexo da enzima nitrogenase

Fe-proteina MoFe-proteina

2 NH3, H2
Substrato

+
16(@®)

Figura 1 - Reacdo catalisada pela nitrogenase. A ferredoxina reduz a Fe-proteina. Acredita-se que a ligagéo e
a hidrolise do ATP a Fe-proteina provoquem uma mudanca na conformagao dessa proteina, o que facilita as
reacOes redox. A Fe-proteina reduz a MoFe- -proteina, e essa ultima reduz o N2. (De Dixon & Wheeler, 1986;
Buchanan et al.. 2000.) Fonte: Taiz & Zeiaer (2017).

Em gramineas, a FBN € realizada por alguns géneros de microrganismos tais como:

Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter, Burkholderia (Baldani et al., 1999). Esses



microrganismos ja tém demonstrado seu potencial de fixacdo, e também, a capacidade de
sintetizar fitohormonios e seus analogos, tais como auxinas, giberelinas e citocininas (Melo,
1998), promovendo incremento no crescimento de plantas de diferentes espécies com énfase
no uso das gramineas forrageiras (Reis Junior et al., 2004) e, principalmente, por aumento da
exploracdo da area radicular, atuando na maior absor¢do de nutriente e dgua, mesmo em

condigdes de baixo suprimento de nutrientes e umidade (Bastian et al., 1998).

1.5 Azospirillum brasilense (Azb)

Entre as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, o género Azospirillum é
um dos mais estudados atualmente, principalmente em gramineas perenes. Sendo este
microrganismo capaz de colonizar mais de cem espécies de plantas e melhorar
significativamente seu crescimento, desenvolvimento e produtividade (Bashan & de-Bashan,
2010).

A Azb foi desenvolvida pela Embrapa Soja de Londrina em parceria com a
Universidade Federal do Parana (UFPR). As bactérias do género Azospirillum sdo fixadoras
de nitrogénio atmosférico de vida livre e podem habitar o interior dos tecidos das plantas
quando presentes na rizosfera. Essa associagdo acarreta no aumento do desenvolvimento e na
producdo de biomassa vegetal, principal interesse quando se trata de pastagens, ja que o
acumulo de forragem é o objetivo principal da producdo. Na rizosfera, bactérias do género
Azospirillum podem também auxiliar as plantas por meio da secre¢do de horménios (Oliveira
et al., 2002).

Apesar da especificidade com relagcdo ao seu hospedeiro ser baixa, a associacdo dessas
bactérias fixadoras de nitrogénio é mais frequente com gramineas (Baldani et al., 1999),
sendo presentes em todos tipos de solos. Essas bactérias possuem didmetro de 1 pm,
comprimento de 2,1 a 3,8 um (Silva et al., 2004), formato curvo, sdo moveis e de variadas
origens geograficas (Huergo, 2006) e apresentam temperatura 6tima de crescimento entre 28 e
41 °C, dependendo da espécie (Eckert et al., 2001).

Para selecionar estirpes de Azospirillum pesquisadores testaram as que melhor
sobreviviam e desenvolviam no solo, adaptavam-se as tecnologias empregadas e promoviam
maior crescimento de planta. Estes resultaram na autorizacdo pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) da producédo de inoculantes comerciais das estirpes de
Azb, Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 para a cultura do milho.



A ocorréncia e a atividade dessas bactérias no solo e na planta sdo fortemente
influenciadas por estresses fisicos (baixa umidade e alta temperatura), quimicos (acidez e
baixos teores de nutrientes) e bioldgicos (espécie vegetal ndo hospedeira) podendo reduzir o
numero de unidades formadoras de colénia (UFC) (Baldani et al. 1999). Nesse sentido, a
colonizacgdo do interior dos tecidos das plantas, chamada de associagdo endofitica, pode ter
grande vantagem em relacdo as bactérias associadas a rizosfera (Lodewyckx et al., 2002).
Pois, o interior dos tecidos vegetais fornece um ambiente protegido de condi¢bes ambientais
extremas encontradas no solo. Além disso, a troca de metabdlitos na associa¢do endofitica é
mais direta quando comparada com a rizosfera (Vinhal-Freitas & Rofrigues, 2010).

Além da fixacdo de nitrogénio, outro mecanismo proposto para explicar a promocao
do crescimento de plantas inoculadas, tem sido relacionado a sua capacidade de produzir e
metabolizar vérios fitohormdnios e outras moléculas reguladoras do crescimento das plantas
(Tien et al., 1979). H& evidéncias de que a excre¢do de fitohormdnios pela bactéria é pelo
menos parcialmente responsavel pelos efeitos positivos observados na morfologia e atividade
da raiz (Fallik et al. 1994). Cassan et al. (2009) verificaram que o inoculante a base de
bactérias Azb promoveu o crescimento inicial de plantulas de milho e soja, sendo observado

que as que bactérias foram capazes de produzir auxina (AlA), giberelina e citocinina em
ensaios com meio de cultura liquido. Os efeitos positivos do Azb nas plantas, além dos

ligados ao aporte de nitrogénio, sdo principalmente atribuidos ao desenvolvimento radicular
melhorado e, consequente, aumento na taxa de absor¢do de agua e minerais (Okon &
Vanderleyden, 1997).

Embora muitos mecanismos tenham sido descritos para explicar a promocdo do
crescimento de plantas por Azospirillum sp., um Unico mecanismo parece ndo ser responsavel
pelo efeito total. Os modos de acdo poderiam ser melhor explicados pela “hipotese aditiva”,
que permite explicar os efeitos promotores de crescimento da planta devido a inoculacdo. Esta
hipotese foi sugerida ha mais de 20 anos (Bashan & Levanony, 1990) e considera mecanismos
multiplos, como acédo na fixacdo de nitrogénio e a producéo de fitohorménios (figura 1).
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Figura 2. Modelo ilustrativo para explicar os efeitos positivos a curto prazo da inoculacdo de sementes e
plantulas com Azospirillum (um produtor de fito-hormonios). Fonte: Adaptado de Cassan e Dias-Zorita, 2016.

Os grupos mais importantes de horménios vegetais produzidos pelo Azospirillum s&o:
Auxinas, essencial ao crescimento vegetal, a sua sinalizacdo funciona praticamente em cada
aspecto do desenvolvimento. S&o produzidos varios tipos de auxinas pelas plantas, a mais
conhecida é o &cido indolilacético (AlIA). Pedrinho et al (2010), testando a capacidade da
solubilizacdo de fosfato e a producédo de acido indol acético (AlA) de bactérias que habitam a
rizosfera de plantas de milho, observou producao de AIA pelo género Azospirillum, e que nas
linhagens de Azospirillum brasilense constataram niveis mais elevados em relacdo as
linhagens de Azospirillum lipoferum. Estas auxinas desempenham diversas fungdes na
fisiologia do vegetal, como: crescimento do caule e da raiz, este ocorre atraves do processo de
alongamento das células vegetais. Quando a planta apresenta baixa quantidade de auxinas,
suas raizes podem crescer, porém o caule ndo se desenvolve. Ja a alta concentracdo de auxinas
pode provocar o crescimento do caule, deixando as raizes pouco desenvolvidas; Dominancia
apical, auxinas fabricadas pelo meristema apical do caule diminuem a atividade das gemas
axilares que ficam perto do &pice. Quando a gema apical é extraida da planta, ocorre o
surgimento de ramos, folhas e flores laterais; Tropismos, as auxinas atuam no controle dos
tropismos (movimentos relacionados ao crescimento das plantas de acordo com estimulos da
natureza) (Taiz & Zeiger, 2017).

As citocininas outro grupo de horménios foram descobertas em uma pesquisa sobre
fatores que estimulavam a divisdo de células vegetais em combinacdo com a auxina. As
citocininas tém efeitos em muitos processos fisioldgicos e de desenvolvimento, incluindo a
senescéncia foliar, a dominancia apical, a formacéo e a atividade dos meristemas apicais, 0
desenvolvimento gametofitico, a promocdo da atividade de dreno, o desenvolvimento

vascular e a quebra da dorméncia da gema. Além disso, as citocininas desempenham papéis
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importantes na interacdo das plantas com fatores bidticos e abidticos, abrangendo os estresses
salino e pela seca, os macronutrientes (incluindo nitrato, fosforo, ferro e sulfato), as relacoes
simbidticas com bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares, bem
como bactérias patogénicas, fungos, nematoides e virus (Taiz & Zeiger, 2017).

Ja as giberelinas tém efeito na promoc¢édo do alongamento celular, sendo responsaveis
pela inducdo do alongamento do entrend em plantulas ands. Elas exercem diversos papeis
durante o ciclo de vida da planta: por exemplo, elas podem promover a germinacdo de
sementes, a transicdo para o florescimento, o desenvolvimento do pdlen e o crescimento do
tubo polinico, além do desenvolvimento do fruto. Os Orgdos que apresentam maior
concentracdo de giberelinas sdo sementes em germinacdo, endosperma, frutas imaturas e
apices de caules e raizes e, por isso, estes 6rgaos sejam os provaveis locais de sintese deste
grupo de reguladores (Taiz & Zeiger, 2017).

O uso de microrganismos diazotroficos é realizado através de um formulado em
formato de inoculante, que segundo Cardoso & Andreoti (2016) é um material contendo
microrganismos e que atua no desenvolvimento da planta, seja ele liquido ou em forma de
turfa. As recomendacGes da RELARE (Rede de Laboratérios para a Recomendacdo,
Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola)
para que um inoculante possa ser comercializado sdo: o produto deve apresentar 1x10° células
viaveis por grama ou mililitro do produto até a data do seu vencimento; deve ser elaborado
em um suporte ou veiculo estéril e estar livre de microrganismos nao especificados em fator
de diluicdo 1x107°, sendo que o veiculo deve fornecer todas as condi¢Oes de sobrevivéncia ao
microrganismo (Cardoso & Andreoti, 2016).

A inoculacdo em culturas de campo é realizada principalmente através do tratamento
de sementes antes da semeadura, buscando garantir uma colonizacdo precoce aumentando a
chance de efeitos benéficos sobre a cultura (Cassan & Dias-Zorita, 2016). Outra forma de
aplicacdo utilizada € através da pulverizacdo no solo ou foliar em cobertura. Fukami et al.
(2016) compararam métodos de inoculagdo via sulco, pulverizagdo do solo na semeadura e
pulverizacdo foliar e relataram que a aplicacdo foliar melhorou a colonizacdo das folhas,
enquanto a inoculacdo do solo favoreceu a colonizagdo das raizes e da rizosfera. Os autores
ainda relatam efeitos positivos da inoculagdo no volume das raizes e altura das plantas e
perfilhos por planta quando o inoculante foi pulverizado. E necessario ter atencdo em relacio
as condicdes de temperatura, ndo deixando o inoculante exposto ao sol, também deve-se ter

devida atencdo a a aplicacdo conjunta com agroquimicos (Hungria et al., 2010).



11

Hungria et al. (2016), avaliaram pastagens de Brachiaria spp. (B. brizanta e B.
ruziziensis) por dois anos e observaram um aumento médio 22,1 % da producdo de biomassa,
quando as pastagens foram fertilizadas com 40 kg N ha? e associada com inoculagio com

Azb comparada a producdo em pastagens sem adubacao nitrogenada e ndo inoculada.
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Il -OBJETIVO

Objetivo geral

Avaliar os efeitos da inoculacdo e da adubacdo nitrogenada sobre as caracteristicas

produtivas e fisiologicas na Brachiaria brizantha cv. Marandu.
Objetivos especificos
Avaliar os efeitos da inoculagdo e da adubagdo sobre: producdo, composicdo

bromatoldgica, fracionamento de proteinas, teores de clorofila, fracionamento bioquimico de

proteinas, agucares solUveis e amido, caracteristicas morfogénicas e area foliar.
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111 - MATERIAL E METODOS

3.1 Caracteristicas gerais

Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo pertencente ao setor de
forragicultura e pastagens da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus
Itapetinga, entre julho e agosto de 2018.

48 vasos para cada experimento com capacidade de 12 kg de solo seco foram
utilizados no experimento. O solo utilizado para preenchimento dos vasos foi coletado na
camada de 0-20 cm de profundidade, no Campus da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, campus de Itapetinga. O solo coletado foi destorroado e passado em peneira com
malha de quatro mm, logo apds realizou-se a coleta do material para anélise de solo e
preenchimento dos vasos. A andlise de solo foi realizada no Departamento de Engenharia

Agricola e Solos, da UESB, cujos resultados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Andlise fisica e quimica da &rea experimental

Composicao granulométrica (g/kg) Classificacdo textural
Areia Silte Argila Franco
830 70 100 arenoso
cmolc/dms solo e
pH mg/dm® -
H.0 P K* Ca2* Mg2* APt H* Na* S.B' T V¢ M M.O®
53 6 008 24 18 02 36 - 43 45 81 53 4 10

1Soma de bases. 2CTC efetiva. 3CTC pH 7. *Saturagdo de bases. > Saturagéo por Al**. SMatéria organica
Fonte: Departamento de Engenharia Agricola e Solos da UESB.

As correcOes necessarias foram realizadas adotando-se o médio nivel tecnoldgico, de
acordo com as recomendacdes da Comissdo de Fertilidade do Solo do Estado de Minas
Gerais, 5% aproximagédo (Alvarez & Ribeiro, 1999). As temperaturas maxima, minima e
média do periodo experimental foram 37,9°C, 17,2°C e 27,5°C para o experimento 1 e

37,2°C, 16,2°C e 26,7°C para 0 experimento 2 respectivamente.
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3.1.2 Recomendacéao de calagem e adubacéo

Com base na andlise de solo e na exigéncia de saturacdo de base indicada por Alvarez
& Ribeiro et al. (1999) para o Brachiaria brizantha cv. Marandu ndo houve necessidade de
calagem.

Os niveis de fésforo encontrados pela anélise de solo indicam baixa concentragdo aos
exigidos pela planta segundo Alvarez & Ribeiro et al. (1999). Portando, 50 kg/ha de P20s
foram aplicados na forma de super simples (18% de P2Os) equivalente a 288 kg de super
simples por hectare. Ndo houve necessidade de adubacdo com potéssio ja que 0s niveis

encontrados atendem as exigéncias pela planta.

3.1.3 Umidade do solo

Para determinar a capacidade maxima de retencdo de &gua, 0s vasos com solo seco
foram pesados e, posteriormente encharcados com agua durante trés dias. Apds o escoamento
total do excedente de agua, os vasos com solo Umido foram pesados e por diferenca entre solo
seco e Umido considerado como méaxima capacidade de retencdo de agua pelo solo, sendo

utilizado como base para reposi¢éo diaria de agua.

Experimento |

Foi utilizado um esquema fatorial 2 X 4 em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com 4 repeticbes por tratamento, composto pela inoculagcdo ou ndo de bactérias do
género Azospirillum brasilense (Azb) nas sementes, através de um inoculante comercial
contendo as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 com nivel de garantia de 2x10% UFC/L, e associa¢do a
4 doses de nitrogénio (0, 40, 80 e 120 kg de N por ha! via ureia).

48 vasos preenchidos com 12 kg de solo seco foram alocados em casa de vegetacéo,
no momento do plantio das sementes de Brachiaria brizantha cv. Marandu estes foram
divididos em 2 grupos: o primeiro recebeu sementes inoculadas através da embebicdo destas
no produto comercial na dose proporcional de 150 ml do inoculante para cada 10 kg de
sementes. Estas ficaram embebidas durante dois minutos e logo em seguida foram plantadas.
O segundo grupo foi composto por sementes que foram plantadas sem inoculagao.

Apbs 15 dias do plantio, realizou-se um desbaste, mantendo-se quatro plantas por

vaso, tendo como requisitos na escolha, o vigor e a homogeneidade das plantas. Ao alcangar
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30 cm de altura foi realizado o corte de uniformizacdo a 10 cm de altura e, logo em seguida, a
adubagcéo nitrogenada nas doses de 0, 40, 80 e 120 kg de N por ha™! via ureia de forma Unica.
30 dias ap0s o corte de uniformizacgéo foi feito o corte e desmanche dos vasos.

Experimento 11

Foi utilizado um esquema fatorial 2 X 4 em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com 4 repeticdes por tratamento, composto por duas formas de inoculagéo (via semente
e pulverizacdo) de bactérias do género Azospirillum brasilense (Azb), através de um
inoculante comercial contendo as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 com nivel de garantia de 2x10
UFCI/L, e associacdo a 4 doses de nitrogénio (0, 40, 80 e 120 kg de N por ha! via ureia).

48 vasos preenchidos com 12 kg de solo seco foram alocados em casa de vegetacéo,
no momento do plantio das sementes de Brachiaria brizantha cv. Marandu estes foram
divididos em 2 grupos: o primeiro recebeu sementes inoculadas através da embebicdo destas
no produto comercial na dose proporcional de 150 ml do inoculante para cada 10 kg de
sementes. Estas ficaram embebidas durante dois minutos e logo em seguida foram plantadas.
Apbs 15 dias do plantio, realizou-se um desbaste, mantendo-se quatro plantas por vaso, tendo
como requisitos na escolha, o vigor e a homogeneidade das plantas. Quando as plantas
alcancaram 30 cm de altura foi realizado o corte de uniformizagdo a 10 cm de altura e logo
em seguida a adubag&o nitrogenada nas doses de 0, 40, 80 e 120 kg de N por ha* via ureia de
forma Unica.

O segundo grupo recebeu inoculagdo via pulverizacdo, o plantio foi realizado da
mesma forma que o primeiro, porém sem o inoculante. Quando as plantas alcancaram 30 cm
de altura foi realizado o corte de uniformizacdo a 10 cm de altura e logo em seguida a
adubag&o nitrogenada nas doses de 0, 40, 80 e 120 kg de N por ha* via ureia de forma Unica.
A aplicacdo do inoculante se deu 5 dias ap6s o corte de uniformizacdo, na dose de 600 ml/ha”
130 dias apds o corte de uniformizacéo foi feito o corte e desmanche dos vasos.

3.2 Avaliagoes

3.2.1 Caracteristicas morfogénicas e estruturais

Apos o corte de uniformizagdo foram marcados por vaso, dois perfilhos com fitas

coloridas. Apos intervalo de trés dias foram realizadas as seguintes avaliacfes: aparecimento
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do éapice foliar, comprimento e largura de folha, nimero de folhas, exposicdo completa de
folha, comprimento de colmo e altura da planta. A partir dos dados coletados foram
calculadas as seguintes caracteristicas morfogénicas e estruturais: Taxa de alongamento de
colmo (TAIC), taxa de alongamento foliar (TAIF), taxa de aparecimento foliar (TApF),
Filocrono, comprimento final da folha (CFF) largura final de folha (LFF), altura do dossel
(AD) e numero total de folhas (NTF).

3.2.2 Producéo de matéria seca

Os vasos foram desmontados no final do periodo experimental utilizando agua
corrente, fez-se a retirada da planta inteira para determinacdo da producdo vegetal, e
posteriormente, a dessecacdo (raiz, colmo e folha), e assim, determinada a massa fresca (MF)
e matéria seca (MS) dessas estruturas seguindo metodologia de Detmann (2012). Além de MF
e MS, o volume de raiz foi determinado por diferenca do contetdo de agua antes e pds-
imersdo, utilizando proveta graduada com quantidade de 4gua conhecida.

3.2.3 Area foliar

Ao final do periodo experimental as folhas provenientes de quatro plantas foram
escaneadas para quantificar a area foliar, utilizando o programa computacional ImageJ. O
programa determina a area da imagem ocupada pelas folhas pelo contraste com a area nédo
ocupada. A partir dai foram calculados o indice de area foliar (IAF), area foliar especifica
(AFE, dm2.g-1), razdo érea foliar (dm2.g-1) e razdo peso foliar (RPF).

3.2.4 indice SPAD, Clorofilas e carotenoides

Ao final do periodo experimental foi utilizado o medidor portéatil de clorofila SPAD
502 (Soil and Plant Analysis Development) para tomada de leituras de valor SPAD em trés
folhas de cada vaso (folhas mais representativas). O aparelho forneceu resultados imediatos
da estimativa do teor de clorofila por meio de leituras realizadas no limbo foliar.

O medidor SPAD avalia, quantitativamente, a intensidade do verde da folha, medindo
as transmissdes de luz a 650 nm, onde ocorre absorcao de luz pela molécula de clorofila, e a

940 nm, onde n&o ocorre absorgédo (Gil et al., 2002; Ferreira et al., 2006). Com estes dois
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valores, o equipamento calcula um ndmero ou indice SPAD que, normalmente, é altamente
correlacionado com o teor de clorofila.

Também ao final do periodo experimental foi coletada a terceira folha completamente
expandida de cada repeticdo as 10h00min da manh&. Realizou-se a fragmentacdo das mesmas
e imediatamente foi preparado uma aliquota de 200 mg de massa fresca (Hiscox & Israelstam,
1979), que foi transferida para vidros de penicilina devidamente envolvidos com papel
aluminio e identificados, contendo 5 ml de Dimetilsulféxido (DMSO).

Apols 72 horas foram realizadas leituras por espectrofotometria de absor¢do nos
comprimentos de onda de 665, 649 e 480nm, quantificando os pigmentos pelas equacdes de
Wellburn (1994), sendo os valores ajustados para mg.g™* de massa fresca:

- clorofila a = 12,19*A665 — 3,45*A649;

- clorofila b = 21,99*A649 — 5,32*A665 ¢;

- carotenoides = [1000*A480 — (2,14*Clorofila a) — 7(0,16*Clorofila b)] / 220, onde A =
absorbancia.

- razdo clorofila a/b = Clorofila a / Clorofila b

- clorofila total = (clorofila a + clorofila b).

3.2.5 Agucares soluveis totais (AST) e amido

Amostras de folha, colmo e raiz moidas em moinho de bola, foram utilizadas para
quantificar os teores de acucares solUveis totais (AST) e amido (colmo e raiz). A extracdo dos
acucares soluveis totais foi realizada por meio de homogeneizagdo de 300 mg de massa seca
de colmo e raiz, em 12 mL de tampdo K2PO4 100 mM (pH 7,0), acrescida de 20 mM de
acido ascorbico. Apos verificacdo prévia de ndo oxidacdo da massa seca, utilizou-se 4 ml de
agua destilada como extrator, seguido de centrifugacdo a 4000 rpm por 20 minutos, foi
coletado o sobrenadante, repetindo-se o0 processo por 2 vezes sendo combinado os
sobrenadantes, com conteudo final de 12 ml de extrato.

A extracdo do amido foi feita a partir do pellet oriundo da extracdo dos AST, 0 mesmo
foi ressuspendido utilizando 5 ml do tampdo de acetato de potassio 200 mM (pH 4,8),
colocado em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Em seguida foi resfriado até atingir 50°C,
posteriormente, adicionado solucdo enziméatica contendo 11 unidades da enzima
amiloglucosidase. A solugdo permaneceu em banho-maria a 50°C por duas horas em agitacgéo.
Posteriormente, realizou-se a centrifugacdo a 4000 rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi

coletado.
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A quantificacdo dos acucares sollveis totais e amido foi realizada pelo método da
Antrona (Dische ,1962).

3.2.6 Analise bromatoldgica

Ap0s o corte (15 cm de altura), foram coletadas amostras de forragem para as analises
em laboratorio. As amostras foram identificadas, pesadas e colocadas em estufa com
ventilacdo forcada a (55°C por 72h) para determinacdo da matéria pré-seca. Apos a pré-
secagem as amostras da parte aérea foram moidas em moinho tipo Willey em peneiras com
crivos de 2 mm. Foram determinadas as analises de acordo com as metodologias descritas por
Detmann et al. (2012). As analises dos teores de matéria seca (MS; Método INCT-CA G-
003/1), proteina bruta (PB; 152 (nitrogénio total x 6,25) (Método INCT-CA N-001/1), fibra
em detergente neutro (FDN) (Método INCT-CA F002/1), fibra em detergente acido (FDA)
(Método INCT-CA F-004/1), lignina (H2SO4 72% plp). Para a analise de FDN, as amostras
foram corrigidas para o residuo de cinzas (CIDN; 23 Método INCT-CA M-002/1) e
compostos nitrogenados (NIDN; Método INCTCA NO004/1).

A metodologia para determinar os carboidratos totais (CT) foi a de Sniffen et al.
(1992), conforme a formula: CT = 100 — (PB + EE + MM); os carboidratos ndo fibrosos
(CNF) foram estimados pela formula: CNF = 100 — (PB + FDNcp + EE + MM), no qual

FDNCcp corresponde ao FDN corrigido o seu conteldo para cinzas e proteina.

3.2.7 Fracionamento de proteina

Para o fracionamento de proteina os componentes foram obtidos através das
metodologias descritas Licitra et al. (1996) e Fox et al. (2003), visando obter as seguintes
fracdes: nitrogénio ndo proteico (A), proteina verdadeira de degradacdo enzimatica rapida e
intermediaria (B1 + B2), proteina verdadeira que apresenta degradacdo enzimatica lenta (B3)
e proteina indigerivel (C), compreendida pelo nitrogénio determinado no residuo da fibra em

detergente &cido (FDA) e multiplicado pelo fator de corregéo 6,25.

3.2.7 Fracionamento bioquimico de proteina

Foram coletados 2 gramas de massa fresca de folhas e acondicionados em papel

aluminio e congelados, para analise do fracionamento de proteinas. Para isso, 2 gramas de
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massa fresca do material coletado foi macerado e homogenizado com 4 mL de agua destilada,
sendo considerado o primeiro extrator. O homogenato foi incubado a 35°C, por 30 minutos,
sob agitacdo constante e em seguida, centrifugada a 1200 g, por 20 minutos, e coletado o
sobrenadante.

A incubacdo foi realizada mais uma vez, sendo adicionado 3 ml de agua destilada por
processo, e os sobrenadantes coletados foram combinados e armazenados em freezer. Em
seguida, cada amostra foi submetida a extracao sequencial (fragdes) com os demais extratores:
NaCl a 1%, etanol 80% e NaOH 100 mM, nesta ordem, seguindo 0s mesmos procedimentos
realizados com a agua. As proteinas solubilizadas em cada extrator foram quantificadas pelo
método descrito por Bradford (1976), usando a solugdo de Coomassie blue G-250 e leitura em
espectrofotdbmetro a 595 nm de absorbéncia. A quantidade de proteina em cada fracdo foi
calculada por grama de massa seca (mg g de MS-1).

A classificacdo das proteinas foi feita de acordo com a definicdo de Osborne (1924),
que classificou as proteinas de acordo com sua solubilidade. As proteinas do grupo das
albuminas sdo aquelas soltveis em &gua destilada, as globulinas solveis em solucfes salinas
(NaCl 1%), as prolaminas soluveis em etanol 80% e as glutelinas sollveis em solucdes
basicas (NaOH 100 mM).

3.2.8 Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo programa Statistical Analyzes
System (Sas, 2004), considerando como fontes de variacdo do experimento I: doses de
nitrogénio (N), inoculagéo (I) e a interagdo de N x I. Para o experimento Il: doses de
nitrogénio (N), formas de aplicacdo (A) e a interacdo de N x A. A interacao foi desdobrada,
ou ndo, de acordo com a significancia, e os efeitos da fertilizacdo com nitrogénio foram
avaliados por analise de regressao simples, utilizando uma decomposicao ortogonal do efeito
do nitrogénio, cujos coeficientes foram avaliados pelo teste F (a = 0,05). A comparacao entre

a inoculacao e suas formas de aplicacéo realizada pelo teste de F, adotando-se a = 0,05.
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Houve efeito significativo de interacdo (P<0,05) entre os tratamentos com e sem

Azospirillum brasilense (Azb) e doses de adubacdo nitrogenada (N) para as variaveis

producdo de massa seca de colmo e producéo total de forragem (figura 3). Nas doses 40 e 120

kg de nitrogénio (N), a inoculagdo com Azb, promoveu aumentos de 8,7 e 7,3% na massa

seca de colmo, respectivamente. E independente da dose, a inoculacdo com Azb promoveu

aumento (P<0,05) na producdo total (figura 3).
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Figura 3. Massa seca de colmo (A) e producéo total (g/vaso) (B) de Brachiaria brizantha cv. Marandu em

funcdo da aplicacéo de Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado.

EquacBes de regressio: massa seca de colmo ™y = 5 475x + 1724,7 Rz = 0,97; My = 7 5583x + 1654,8 R2

= 0,85; produgdo total My = 15,032x + 5003,7 R2 = 0,96; (°™y = 16,786x + 5301,7 R? = 0,89
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Tanto para massa seca de colmo quanto para producdo total, o efeito foi linear
crescente em relacdo as doses de N aplicadas (figura 3). Em relacdo a producdo total, foi
observado que no tratamento com Azb as produgdes foram maiores, independente da dose de
nitrogénio utilizada. O aumento foi 3,17; 8,88; 6,87 e 5,99% para os tratamentos com Azb nas
doses de 0; 40; 80 e 120 kg/ha de N respectivamente (figura 3).

Em relagdo aos efeitos encontrados com a utilizagdo do Azb, além do efeito sobre a
fixacdo bioldgica de nitrogénio, que segundo Franche et al. (2009) contribui com 7 a 10 kg de
nitrogénio por ha™ més™, tem-se outro mecanismo que pode ter atuado nas plantas, a agio dos
fitohormonios. Segundo Crozier et al, (1988), o principal horménio produzido por Azb é a
auxina (principalmente &cido indol-3-acético (IAA)). Porém, também produz citocininas
(Cacciari et al., 1989) e giberelinas (Bottini et al.,1989). A interagdo entre auxina e citocinina
promove crescimento e desenvolvimento da planta a partir da atuagcdo sobre 0os meristemas, na
formacéo de folhas e raizes (Azizi et al., 2015). Giberelinas produzidas nas folhas jovens em
expansdao desempenha papel primordial no estimulo da reacdo de auxina, afetando
diretamente o alongamento do entrend (Miller., 2011). Dessa forma, o aumento observado nas
producdes se deve a varias caracteristicas do Azb, seja através da fixacdo bioldgica de
nitrogénio e/ou producdo de fitohormonios.

O efeito positivo da adubacdo de N sobre o aumento da produgdo de parte aérea de
forragens ja foi constatado por outros estudos, Silva et al. (2013) encontraram aumento de até
249% na producdo de folhas do Brachiaria brizantha cv. Marandu, na dose de 300kg de
nitrogénio/ha em relacdo a testemunha (Okg de nitrogénio/ha). Teixeira et al. (2018)
trabalhando com 100kg de N ha! e sem adubac&o de N encontraram aumento de até 32% na
producdo de matéria seca de folhas de Brachiaria hibrida cv. Mulato II.

O N € constituinte de muitos componentes celulares vegetais, incluindo aminoacidos,
proteinas e acidos nucleicos participando da formacao do protoplasma e novas células, além
de aumentar o alongamento celular (Doaa et al., 2015). Segundo Basra et al. (2014), o
nitrogénio aumenta as taxas de crescimento e desenvolvimento da planta, principalmente por
atuar nas taxas fotossintéticas.

A producéo de folha foi 8,29% maior para o tratamento que recebeu aplicacdo de Azb,
aumentando também a relacdo folha/colmo (tabela 2). O tratamento contendo o Azb levou a
incremento em relacéo a todas as variaveis produtivas de parte aérea do Brachiaria brizantha

cv. Marandu independente da dose de adubacéo de N utilizada.
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A producdo de massa seca de folha foi linear crescente em relacdo as doses de N
aplicadas (tabela 2), com aumentos de 16, 22 e 26% para as doses 40, 80 e 120 kg de N/ha

respectivamente.

Tabela 2 - Producdo de Massa seca de folha (Folha) (g/vaso) e relacdo folha/colmo (F/C) de
Brachiaria brizantha cv. Marandu em fungdo da aplicacdo de Azospirillum brasilense e
fertilizante nitrogenado

Azospirillum Nitrogénio P-valor

CcVv
Sem Com 0 40 80 120 Al N2 AXxS?

Item

Folha* 27,22b 29,68a 2358 28,21 30,25 31,75 1,71 0,0001 0,0001 0,0720
FIC® 1,86b 2,07a 2,09 1,90 2,00 1,83 8,56 0,0018 0,0028 0,1559

Meédias seguidas por letras distintas na linha divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: Coeficiente de
variagdo; *Azospirillum; 2Nitrogénio; 3Efeito de interacdo entre Azospirillum e Nitrogénio.
4y = 9,3919x + 3462,9 R? = 0,9299; 5y = -0,0017x + 2,0566 R2 = 0,5950

Para volume de raiz podemos observar que houve diferenca significativa (P<0,05) em
relacdo ao uso ou ndo do Azb, sendo que quando utilizado resultou em aumento (tabela 3). J&
para a producdo de massa seca de raiz ndo houve diferenca significativa (P>0,05) (tabela 3).
Em relagdo & adubagdo nitrogenada o resultado foi um crescimento linear tanto para volume
de raiz (ml) quanto para massa seca de raiz (P<0,05) (tabela 3).

Em relacdo ao Azb, além da acdo na fixacdo bioldgica de nitrogénio, observamos
efeito caracteristico da acdo de fitohormonios, atuando na modificacdo estrutural das raizes
levando a um aumento nas ramificagdes (Dobbelaere et al., 1999; Miyauchi, et al., 2008). E
estas modificagdes implicaram no aumento da area de solo explorada através da maior
producdo de radicelas, levando a um aumento no volume das raizes sem, no entanto, acarretar
aumento do seu peso. Segundo Krikorian. (1991), o principal efeito das auxinas é a
capacidade de atuar na expansdo e no alongamento celular, ajudando também na divisao
celular em cultura de tecidos, principalmente no enraizamento. Além de serem 0s Unicos
reguladores de crescimento que aumentam a formacdo de primordios radiculares (Taiz &
Zeiger., 2017). Dentre as vantagens de se ter uma maior area de solo explorada pelas raizes,
podemos citar 0 aumento na absorcao de agua e sais minerais e a tolerancia a estresses, 0 que
resulta em plantas saudaveis e mais produtivas.

Como podemos observar, ocorreram maiores produces de massa seca para todas as
estruturas avaliadas, (folha (tabela 2), colmo (figura 3) e raiz (tabela 3)), que receberam a
adubacdo nitrogenada, justificando a relacdo desse nutriente e sua maior eficiéncia na atuacao

dos processos fotossintéticos quando absorvido via raiz. A atuagdo do N via solo promoveu
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maior fixacdo de carbono e formacédo de estruturas, permitindo que a planta forneca maior
crescimento e armazenamento de seus fotoassimilados na forma de raiz.
Tabela 3 — Volume de raiz (Vol. Raiz) (ml) e massa seca de raiz (MS raiz) (g/vaso) de

Brachiaria brizantha cv. Marandu em funcdo da aplicacdo de Azospirillum brasilense e
fertilizante nitrogenado

tem Azospirillum Nitrogénio cv P-valor

Sem Com 0 40 80 120 Al N>  AxS®
vol,  23sgh 27892 2000 2538 2867 2050 1081 00006 00001 *2
Ir\;IiSZS 59,3 60,3 39,7 6301 635 709 562 05562 0,0001 0,5410

Médias seguidas por letras distintas na linha divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: Coeficiente
de variacdo; *Azospirillum; 2Nitrogénio; *Efeito de interagdo entre Azospirillum e Nitrogénio.
4y =0,7948x + 211,17 R2 = 0,9073; % = 0,235x + 45,189 R2 = 0,8049

A interacdo entre o uso do Azb e doses de adubacGes nitrogenadas foi significativa
(P<0,05) para as varidveis matéria seca (MS) proteina bruta (PB) e fibra em detergente acido
(FDA) (figura 4). Houve reducdo nos teores de MS com a utilizacdo do Azb nos niveis de 40
e 80 kg de N hal, sendo o menor teor de MS observado com o uso de 80 kg N ha™. Os teores
de PB aumentaram com o uso do Azb a partir da dose de 40 kg de N ha?, o maior valor de PB
foi observado na dose de 80 kg ha? de N, associado ao uso do inoculante contendo Azb.

Sendo este 12,37% maior em compara¢do apenas a utilizacdo da adubacéo nitrogenada.
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Figura 4. Matéria seca (MS) (A), proteina bruta (PB) (B) e fibra em detergente acido (FDA) de Brachiaria
brizantha cv. Marandu em funcdo da aplicacdo de Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado.

Equacdes de regressdo: MS ¢emy = -0,035x + 27,809 R2 = 0,87; (©°™My = 0,0008x? - 0,1337x + 28,667 R2 = 0,99;
PB My = 0,0168x + 8,19 R2 = 0,93; My = 0,0277x + 8,331 R2 = 0,89; FDA ™y = 0,0003x2 - 0,0413x +
38,135 R2 = 0,53; oMy = -0,0394x + 37,188 R2= 0,94

Houve significancia (P<0,05) para o uso do Azb nas concentra¢des de FDNcp, assim
como para doses de adubacdo de N que proporcionaram efeito linear negativo nos teores de

fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) e carboidratos totais

(CT) (tabela 4). Verificou-se entdo, que a adubacdo nitrogenada favoreceu a reducdo da
FDNcp, assim como o uso do Azb, fato que pode estar ligada a maior produgédo de folhas,
onde h& uma maior participacdo de constituintes sollveis e proteina bruta e menor de tecidos
de sustentacdo. Paciullo et al. (2017) justifica essa diminuicdo do FDNcp a paredes celulares
mais finas do esclerénquima, causado pelo maior sombreamento devido a alta producdo de
massa. As plantas com menores teores de FDNcp foram as mesmas com maior produgdo de
matéria seca de folha (tabela 2) e indice de &rea foliar (figura 6). Abraham et al. (2014) ainda
justificam que o aumento da concentracdo de folhas proporciona reducéo dos teores de fibra
por se tratar de tecidos menos lignificados quando comparado com colmo.

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) para uso do Azb nem para adubacdo de N
em relacdo aos carboidratos ndo fibrosos, porém, a diminuicdo nos teores de fibra acarretou

na consequente diminuig&o dos teores de CT (tabela 4).
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Tabela 4 — Composicéo bromatoldgica de Brachiaria Brizantha cv. Marandu em funcéo da
aplicacao de Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado

ltem Azospirillum Nitrogénio cvV P-valor
Sem  Com 0 40 80 120 Al N2 AxS?
MM 2,29 2,20 223 222 223 230 6,28 0,1028 0,6115 0,0488
EE 2,33 2,49 208 252 237 268 254 04597 0,2713 0,8072

FDNcp* 65,96a 65,27b 68,44 65,78 65,31 6291 1,31 0,0332 0,0001 0,2873
LIGNINA 3,93 3,96 402 373 438 365 159 0,878 0,1169 0,0873
CNF 20,06 19,34 19,43 19,86 19,15 20,37 7,42 0,772 0,3876 0,9263
CT® 85,89 8551 87,79 86,33 84,73 8395 0,70 0,0892 0,0001 0,0856
Meédias seguidas por letras distintas na linha divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) Matéria mineral
(MM), extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp), carboidratos
nao fibroso (CNF) e carboidratos totais (CT). CV: Coeficiente de variacdo; *Azospirillum; 2Nitrogénio; *Efeito
de interacdo entre Azospirillum e Nitrogénio.

4y =-0,0427x + 68,17 R2 = 0,9439; %y = -0,0327x + 87,664 R2 = 0,9815

A interacdo entre o uso do Azb e doses de adubac@es de N, foi significativa (P<0,05)
para as fragdes B1+B2 e C das proteinas (figura 5). As fragdes B1+B2 foram as que tiveram
maiores teores em comparacgéo as outras fracbes. Podemos observar valores superiores para o
tratamento que foi inoculado com Azb, ocorrendo o contrario apenas na dose de 120 kg de N
hal.). Dessa forma, para o tratamento que foi inoculado com Azb houve maior aporte de
nitrogénio associado com a adubacdo de N, que foi convertido a proteina verdadeira, com
maior concentragdo de organelas, principalmente cloroplastos, porém, essa conversao ndo foi
continua com o aumento do fornecimento de N, tendo melhor resultado na dose de 40 kg de N
ha. Em relagdo a adubagdo nitrogenada houve efeito quadratico para ambos os tratamentos,
entretanto, quando foi utilizado o inoculante tivemos aumento e depois uma queda nos valores
a medida que se aumentou a dose de nitrogénio. A fracdo B1+B2 é formada por proteinas
citoplasmaticas, que sdo classificadas como proteinas verdadeiras de rapida e intermediaria
degradacdo no rimen (Sniffen et al., 1992).

A fracdo C que a a fracdo ndo degradado no rumen, Sniffen et al. (1992), foi a que
apresentou 0os menores teores, quando inoculado com Azb, a resposta foi linear decrescente,

refletido pelo aumento da fracédo A.
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Figura 5. Fracdo B1 + B2 (A) e fracdo C (B) de Brachiaria brizantha cv. Marandu em fungéo da aplica¢do de

Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado.

Equactes de regressdo: fracdo B1 +B2 ©eMy = 1,1775x% - 5,0745x + 53,677 R2 = 0,45; Comy= -0,0007x> +
0,0169x + 53,918 R2 = 0,69; fragdo C My = 0,0006x? - 0,0754x + 12,812 R2 = 0,92; (©°My = -0,019x + 10,904

R?=0,9158

O uso do Azb levou a um aumento de 6,66 e 13,56% para fragdo A e B3

respectivamente (tabela 5). J& em relagdo a adubacdo de N as respostas foram quadréticas,

sendo que a adubacdo aumentou o teor da fracdo A, assim como o uso do Azb (tabela 5). Essa

resposta é consequéncia do maior aporte de N e maior assimilacdo pela planta, dessa forma

levou a uma propor¢do maior do nitrato na folha, que é uma porcdo da fracdo A. Segundo

Taiz & Zeiger. (2017), a medida que o suprimento de nitrato aumenta, uma propor¢do maior

do nitrato absorvido é translocado para as partes aéreas, sendo posteriormente reduzido a

nitrito no citosol.



32

Tabela 5 — Fracdo B3 da proteina de Brachiaria Brizantha cv. Marandu em funcéo da
aplicacdo de Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado

ltem Azospirillum Nitrogénio cvV P-valor

Sem Com 0 40 80 120 Al N?2 AXxS®
irf‘@ao 2396b 2567a 22,74 2367 27,35 2551 589 0,0034 0,0001 0,0670
Egas‘?ao 1307b 1512a 1444 1248 1587 13,61 1281 00043 00091 0,1211

Meédias seguidas por letras distintas na linha divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: Coeficiente
de variagdo*Azospirillum; 2Nitrogénio; 3Efeito de interacéo entre Azospirillum e Nitrogénio.
4y = -0,0004x + 0,0819x + 22,327 R2 = 0,727; 5y = -5E-05x + 0,0079x + 13,89 R2 = 0,0103

A interagéo entre 0 uso do Azb e doses de adubacGes de N, foi significativa (P<0,05)
para as variaveis indice SPAD, carotenoides e clorofilas totais (figura 6). Efeito observado
apenas na dose utilizada de 120 kg/ha de N, onde o uso do Azb acarretou em maiores teores.
Em relagdo a adubagdo nitrogenada, observamos que os valores do indice SPAD e clorofilas
totais cresceram linearmente com o uso da adubacdo. Segundo Marenco & Lopes. (2005),
70% do nitrogénio contido nas folhas estdo nos cloroplastos, participando da sintese e da
estrutura das moléculas de clorofila. O N participa como constituinte de muitas moléculas que
participam da sintese de novos tecidos, inclusive as clorofilas, dessa forma maiores doses de
N estimulam a sintese de pigmentos fotossintéticos (Martuscello et al., 2016), A maior
producdo de clorofilas a, favorece a sintese de ATP (adenosina trifosfato) nos cloroplastos,
esse pigmento possibilita a maior percepcdo de luz, que é utilizada no processo de
fotofosforilacdo (Taiz & Zeiger, 2017). Estimulando a maior atividade fotossintética, devido a
maior capacidade de captacdo de luz pelos pigmentos fotossintéticos.
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Figura 6. Valores de SPAD (A), teores de carotenoides (mg de clorofila.g-1 de matéria fresca) (B) e clorofilas
totais (mg de clorofila.g-1 de matéria fresca) (C) de Brachiaria brizantha cv. Marandu em funcéo da aplicacéo
de Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado.

Equacdes de regressdo: SPAD ©My = 0,0572x + 22,467 R2 = 0,99; oMy = 0,0749x + 21,715 R?
Carotenoides My = 9E-06x? - 0,0012x + 0,168 R2 = 0,92; oMy = 8E-06x? - 0,0003x + 0,1325 R2
clorofilas totais ¢™My = 0,0028x + 1,293 R2 = 0,98 ; (©®™y = 0,0069x + 1,05 R2 = 0,86

0,99;
0,97;

N&o houve significancia (P>0,05) para o uso do Azb em relacéo a clorofila a, b e razéo
entre clorofila a/b. Houve diferenca significativa para clorofila a e razdo a/b em relacdo as
doses de N, apresentando efeito linear crescente (P>0,05) (tabela 6). O teor de clorofila b foi
menor que a clorofila a. Silva et al., (2001) afirmaram que o teor de clorofila por cloroplasto é
menor em plantas com fisiologia C4, principalmente a clorofila b, pois, assim, ndo ha
necessidade de gasto energético para producdo de pigmentos coletores de radiacdo, ja que se

desenvolvem bem em ambientes saturados de luz.
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Tabela 6 — Teores de clorofila a (mg de clorofila.g-1 de matéria fresca), clorofila b (mg de
clorofila.g-1 de matéria fresca) e razdo a/b de Brachiaria Brizantha cv. Marandu em funcéo
da aplicacdo de Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado

ltem Azospirillum Nitrogénio cvV P-valor
Sem  Com 0 40 80 120 Al N2 AXS?
Clorofilaa* 0,98 0,98 083 091 101 118 2658 05728 0,0278 0,2013
Clorofilab 0,51 0,49 045 046 053 056 2791 08691 0,0918 0,1642
Razdo a/b® 192 2,00 184 198 191 211 1583 0,1684 0,0053 0,6625

Médias seguidas por letras distintas na linha divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: Coeficiente
de variagdo; *Azospirillum; 2Nitrogénio; 3Efeito de interagdo entre Azospirillum e Nitrogénio.
4y =0,0029x + 0,81 R2 = 0,9685; %y = 0,0019x + 1,849 R2 = 0,6879

A interacdo entre o Azb e doses de adubacdes de N, foi significativa (P<0,05) para 0s
teores de albumina. Sem o uso da adubacdo nitrogenada foi observado maior valor para o
tratamento sem o Azb o mesmo efeito foi encontrado para a dose de 120 kg de N ha, esse
efeito se inverteu para a dose de 40 kg de N ha! (figura 7). Em relagdo a adubacdo de N
houve efeito quadratico positivo sem o uso do Azb e negativo com o uso. As albuminas
compreendem a maioria das enzimas em vegetais devido a sua capacidade de solubilizacao
em &gua, atua aumentando a formacdo de clorofilas e, consequentemente, de enzimas que
atuam nos processos fotossintéticos como a Rubisco (Ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase) e a PEP-carboxilase (Fosfoenolpiruvato carboxilase) (Cabrera-

Bosquet et al., 2009).
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Figura 7. Teor de Albumina (mg.g-!) (A) em Brachiaria brizantha cv. Marandu em func¢&o da aplicacéo de

Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado.
Equagbes de regressdo: albumina ™y = 0,0001x? - 0,0099x + 1,2275 R2 = 0,93; ©my = -0,0001x? +
0,0176x + 0,793 R2=0,80

Houve efeito significativo em relacdo ao uso do Azb para os teores de globulina

(P<0,05), onde com o uso houve acréscimo de 20% (tabela 7). As globulinas tém papel direto
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na melhoria da eficiéncia metabdlica da planta, pois atuam tanto na melhoria da eficiéncia
fotossintética como na absorcédo e transporte de nutrientes pelas raizes, além de constituirem
como uma grande reserva de nitrogénio prontamente sintetizado durante o periodo de rebrota
(Volenec et al., 1996; Avice et al., 2003). O N levou a efeito quadratico (P<0,05) para

globulina e glutelina, além de linear para prolamina (tabela 7).

Tabela 7 — Teores de globulina, prolamina e glutelina (mg.g-*) em Brachiaria Brizantha cv.
Marandu em funcdo da aplicacdo de Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado

Azospirillum Nitrogénio cvV P-valor

Item

Sem Com 0 40 80 120 Al N2 AXS?

Globulina? 0,34b 0,43a 042 034 0,32 0,44 12,17 0,0001 0,0001 0,1368
Prolamina® 0,18 0,15 0,12 015 0,20 0,20 22,43 0,0659 0,0006 0,1944
Glutelina® 051 054 058 052 041 058 2186 04746 0,0272 0,5021
Médias seguidas por letras distintas na linha divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: Coeficiente de
variagdo; *Azospirillum; 2Nitrogénio; 3Efeito de interacdo entre Azospirillum e Nitrogénio.

4y = 3E-05x? - 0,0037x + 0,4254 Rz = 0,97; 5y = 0,0007x + 0,1244 R? = 0,8655; by = 4E-05x? - 0,0045x +
0,5921 R2=0,7254

A interacdo entre o0 uso do Azb e doses de adubacbes de N, foi significativa (P<0,05)
para as variaveis acucares sollveis totais (AST) na folha e no colmo, onde podemos observar
maiores teores de AST na folha onde ndo houve aplicagcdo do Azb. Houve uma diminui¢do em
relacdo as doses crescentes de N. Segundo Cecato et al., (2004), o N eleva a concentracdo de
proteinas nas plantas, dessa forma, sendo as proteinas sintetizadas a partir de carboidratos, o
aumento do fornecimento do nitrogénio reduz os teores de carboidratos sollveis. Ainda
segundo Cecato et al., (2004), qualquer incremento em componentes nitrogenados requer
diminuicdo compensatoria em componentes ndo nitrogenados, especialmente carboidratos
sollveis. Pois carboidratos produzidos por meio da fotossintese sdo logo utilizados para
producdo de novos tecidos, e ou translocados para outras partes da planta, podemos confirmar
esse efeito ao observamos aumento dos carboidratos sollveis no colmo e raiz em relacdo a
adubacdo nitrogenada. Em relacdo ao uso do Azb, este fornece nitrogénio fixado diretamente
para a planta hospedeira em troca de outros nutrientes e de carboidratos (Taiz & Zeiger,
2017). Consequentemente, essas bactérias necessitaram de mais carboidratos para seu

crescimento e multiplicagdo, consumindo maiores proporcgdes de agucares soluveis.
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Figura 8. Acucares soluveis totais (AST) na folha (A) e no colmo (B) de Brachiaria brizantha cv. Marandu
em funcdo da aplicacdo de Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado.

Equacdes de regressdo: AST folha ¢eMy= -0,2544x + 84,998 R2 = 0,98; ©©"y= 0,0046x2 - 0,8033x + 75,897 R2
=0,77; AST colmo ®*My= 0,0044x2 - 0,4052x + 36,666 R2 = 0,71; ©°My= 0,0004x? - 0,1016x + 42,712 R2 =
0,54

Para o AST no colmo observa-se que na dose de 80 e 120 kg de N ha™! houve aumento
significativo no teor (P<0,05) entre 0 uso ou nao do Azb (figura 8).

O uso do Azb aumentou a AST da raiz em 12,09%. Ja em relacdo a adubacdo de N o
aumento foi de 35,22 % na maior dose. Consequéncia de um maior crescimento vegetal e
aumento de &rea foliar, levando a uma maior produgdo de fotoassimilados (Tabela 8).

A adubacdo nitrogenada levou a um aumento do Am do colmo e raiz (P>0,05) (Tabela
8). Segundo Lemaire e Chapman. (1996), o excesso de assimilados pode ser armazenado em
6rgdos de reserva. Dessa forma, com o aumento de fotoassimilados devido ao aumento da

disponibilidade de N, os assimilados foram translocados para 6rgdos de reserva.
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Tabela 8 — Acucares sollveis totais (AST) em raiz, amido (Am) no colmo e amido na raiz
em Brachiaria Brizantha cv. Marandu em funcéo da aplicacdo de Azospirillum brasilense e
fertilizante nitrogenado

Azospirillum Nitrogénio cV P-valor

Sem Com 0 40 80 120 Al N2 AXxS?

Item

AST raiz*  23,78b 27,05a 18,61 28,43 2590 28,73 13,31 0,0126 0,0001 0,4970
Am colmo® 9,17 8,98 597 698 1156 11,79 13,29 0,6657 0,0001 0,4499
Am raiz® 7,80 7,90 623 792 841 892 852 05441 0,0001 0,9672

Meédias seguidas por letras distintas na linha divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05), CV: Coeficiente
de variagdo; *Azospirillum; 2Nitrogénio; 3Efeito de interagdo entre Azospirillum e Nitrogénio.

%y =-0,0011x2 + 0,2006x + 19,496 R2 = 0,7646; 5y= 0,0551x + 5,769 R2 = 0,8808; °y= 0,0214x + 6,586 R2 =
0,8966

O uso do Azb acarretou em aumento significativo (P<0,05) para o numero total de
folhas (NTF) (Tabela 9) onde este ultimo foi de 12,51%, o ndmero total de folhas é uma
variavel importante, pois influencia diretamente a producgdo de matéria seca. Foi exatamente o
gue aconteceu neste experimento, onde 0 aumento na producdo de matéria seca de folha foi
8,29% maior para o tratamento que recebeu aplicacdo de Azb (tabela 2). Houve também uma
menor taxa de alongamento de colmo (TAIC) com o uso do Azb o que estd em concordancia
com a maior relagdo folha/colmo encontrada (tabela 2).

Tabela 9 - Taxa de alongamento de colmo (TAIC), taxa de alongamento foliar (TAIF), taxa
de aparecimento foliar (TApF), Filocrono, comprimento final da folha (CFF) largura final de
folha (LFF), altura do dossel (AD) e numero total de folhas (NTF) em Brachiaria Brizantha
cv. Marandu em funcéo da aplicacdo de Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado

Azospirillum Nitrogénio P-valor

Item Sem  Com 0 40 8 120 <V T a N2 AXS?
TAIC 053a 045b 041 046 052 057 5310 00003 00270 0,0510
TAIFS 486 445 345 476 512 528 2357 00716 00360 0,0473
TApF® 012 013 009 012 014 015 1438 00988 00001 0,8306
Filocrono” 864 875 11,91 821 7,69 697 1567 07887 0,0002 0,1362
CFF® 4885 4627 4434 4896 4856 50,39 12,72 07715 0,0001 0,2216
LFF® 197 191 1,71 194 203 207 840 02060 0,039 0,2396
ADY 4856 5062 4238 4750 5412 5437 676 02240 00001 0,2988
NTFL 2217b 2534a 20,63 22,63 2622 2556 598 00001 00001 0,3131

Médias seguidas por letras distintas na linha divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05), CV: Coeficiente
de variago; *Azospirillum; 2Nitrogénio; *Efeito de interacéo entre Azospirillum e Nitrogénio.

4y=0,0013x + 0,409 Rz = 0,9986; %y= 0,0146x + 3,775 R2 = 0,8267; Sy= 0,0005x + 0,095 R2 = 0,9524; "y=
0,0005x2 - 0,0942x + 11,741 R2 = 0,9608; 8y= -0,0004x? + 0,0967x + 44,703 R2 = 0,8707; %y = 0,0029x +
1,762 R2 = 0,8789; % = -0,0008x? + 0,1978x + 41,987 R2 = 0,9689; 'y= -0,0004x? + 0,0958x + 20,338 R2 =
0,9163

Houve significancia para o efeito da adubagdo N em todas as caracteristicas estruturais
avaliadas (P<0,05). De acordo a adubagdo houve aumento para taxa de alongamento de colmo

(TAIC) e taxa de alongamento foliar (TAIF), o que refletiu no aumento da altura do dossel
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(AD). Também houve efeito (P>0,05) para taxa de aparecimento foliar (TApF), comprimento
final da folha (CFF), largura final de folha (LFF) e nimero total de folhas (NTF) (Tabela 9).
Tais resultados evidenciam que o N estimula a produgdo de novas células, o que possibilita
aumento significativo nas caracteristicas morfoldgicas das plantas. Quando as plantas sdo
adubadas com N em momento de condicGes ideais de luminosidade, umidade e temperatura
sdo entdo submetidas as condigdes favoraveis de crescimento, favorecendo a diviséo celular,
0 que acaba promovendo a intensificacdo do crescimento vegetativo e acarretando em um
maior alongamento das plantas (Lopes et al., 2011; Garcez Neto et al. 2002; Vitor et al.,
2009). Destarte, justificando os resultados obtidos para todas as caracteristicas morfoldgicas
neste trabalho, assim como a maior producdo total de matéria seca (figura 3).

Houve uma diminuicdo para Filocrono, ou seja, o intervalo de tempo para
aparecimento de duas folhas sucessivas, que se correlaciona negativamente com o
desenvolvimento de folhas e altura do dossel (AD).

Avaliando o efeito da interacdo para area foliar (AF) (dm?), indice de area foliar (1AF)
e area foliar especifica (AFE) (dm? g) observa-se que para as doses de 80 e 120 kg de N ha™
houve uma maior AF quando inoculado com Azb. Sendo que o mesmo ocorreu com o IAF
(P<0,05) (figura 9). Houve aumento linear para area foliar em relacdo a adubacdo N

independente do uso ou ndo do inoculante contendo Azb (P<0,05).
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Figura 9. Area foliar (AF) (dm?) (A) e indice de area foliar (IAF) (B) de Brachiaria brizantha cv. Marandu em
funcéo da aplicacdo de Azospirillum brasilense e fertilizante nitrogenado.

Equacdes de regressdo: area foliar ™y = 0,1719x + 26,635 R2 = 0,97; ©my = 0,2032x + 26,957 R2 = 0,97;
indice de area foliar ®*™y=0,0244x + 3,769 R2 = 0,97; ©°™y = 0,0277x + 3,987 R2 = 0,97

A interacdo entre o uso do Azb e adubagéo de N ndo foi significativa (P>0,05), para as
variaveis razdes area foliar (RAF) e razdo peso foliar (RPF). Como também ndo houve
diferenca significativa em relacdo as variaveis independentes em relacdo a RAF. O RPF foi
superior quando se utilizou a inoculagcdo com Azb ocorrendo efeito quadratico em relacéo a

adubac&o nitrogenada (tabela 10).

Tabela 10 — Razdo area foliar (RAF) (dm?g™) e razdo peso foliar (RPF) de Brachiaria
Brizantha cv. Marandu em funcdo da aplicacdo de Azospirillum brasilense e fertilizante
nitrogenado

Azospirillum Nitrogénio P-valor
Item Ccv
Sem  Com 0 40 80 120 Al N2 Axs®
RAF 031 0,32 032 030 0,32 0,32 6,80 0,0958 0,2799 0,0950
RPF*  0,62b 0,67a 0,64 066 0,68 0,62 531 0,0003 0,0265 0,0510

Médias seguidas por letras distintas na linha divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: Coeficiente
de variagéo; *Azospirillum; 2Nitrogénio; *Efeito de interacéo entre Azospirillum e Nitrogénio.
4y = -1E-05x? + 0,0014x + 0,636 R2 = 0,8400
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Experimento |1

A interagéo foi significativa (P<0,05) para producdo de massa seca de folha, caule,
producdo total e relacdo folha/colmo em funcdo da forma de aplicacdo do inoculante contendo
a bactéria Azospirillum brasilense (Azb) e uso da adubacéo nitrogenada (figura 10).

Verificou-se que a producdo de folha foi maior quando o Azb foi aplicado via
pulverizacdo nas doses de 0, 40 e 120 kg de nitrogénio (N) hal, ndo diferenciando
estatisticamente na dose de 80 kg de ha (P>0,05). Para producio de caule, foi observada
diferenca significativa entre as formas de aplicacdo do Azb a partir da dose de 40 kg de ha?,
sendo a producdo de caule maior na dose de 120 kg de ha?, assim como ocorreu para
producdo de folha (figura 10).

Em relacdo a producdo total da planta (folha + colmo), observa-se maior producédo
(P<0,05) quando o Azb foi aplicado de forma pulverizada independente da dose de nitrogénio
aplicada (figura 10). Em estudo com milho (Zea mays), onde foi testada a inoculagéo de Azb
via semente e pulverizacao, além de aplicacdo foliar de metabdlitos (fitohormonios) extraidos
do cultivo do Azb, Fukami et al. (2017) observou beneficios para o crescimento das plantas
tanto na aplicacdo via sementes quanto para aplicacdo foliar, mas, também houve efeito na
aplicacdo de metabdlitos. Entdo, investigou-se a colonizacdo bacteriana de folhas por
microscopia e foi observado que ap6s 48h, as células ndo foram detectadas por microscopia.
Os autores entdo sugerem que os beneficios observados da pulverizacdo foliar de células de
Azb resultaram de metabdlitos (fitohormdnios), principalmente acido indol-3-acético (AlA)
presentes no inoculante, ao invés de células vivas.

Como a aplicacdo pulverizada além de atingir as folhas também atingiram o solo,
neste trabalho, podemos inferir que houve efeito dos fitohorménios tanto nas folhas como no
solo, via raizes. Além da colonizacdo bacteriana do solo, promovendo a fixacdo bioldgica de
nitrogénio e producdo de metabdlitos.

Outro ponto a ser considerado é a reducdo do nitrato que ocorre no citosol e envolve a
acao da nitrato redutase produzindo nitrito, entrando nos plastidios das raizes ou cloroplastos
das folhas onde é reduzido a amdnia pela acdo da enzima nitrito redutase (Donato et al.,
2004). O nitrato redutase € uma das enzimas mais sensiveis a qualquer estresse nas plantas,
pois é altamente dependente do NADPH derivado da fotossintese. Portanto, fatores que
aumentam a eficiéncia fotossintética, provavelmente melhoram a eficiéncia do uso do
nitrogénio (N). A nitrato redutase tem sido amplamente estudada, pois controla a sintese de

proteinas em plantas que absorvem nitrato como principal fonte de N (Marschner, 2011).
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Possivelmente, o inoculante de Azb aplicado via pulverizacdo foliar teve um grande
efeito sobre a nitrato redutase e aumentou a eficiéncia de uso do N aplicado via fertilizaco.
Trabalhos conduzido por Aliasgharzad et al. (2014), na cultura do trigo, avaliando quatro
cepas de Azb sob condicBes de déficit hidricos concluiram que todas as cepas bacterianas
causaram um aumento significativo na atividade da enzima nitrato redutase em comparacéo
ao tratamento sem inoculacdo. Ja Cadore et al. (2016), em estudo na cultura do milho néo
detectaram efeito da inoculacdo com Azb nas sementes para a varidvel atividade da enzima

nitrato redutase.
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Figura 10. - Producdo de massa seca de folha (Folha) (g/vaso) (A), caule (g/vaso) (B), producdo total (g/vaso)
(C) e relacdo folha/colmo (F/C) (D) de Brachiaria brizantha cv. Marandu em funcéo da forma de aplicacdo de
Azospirillum brasilense e uso da adubacéo nitrogenada

Equacbes de regressdo: ©emy = 8,4535x + 3646,7 R2 = 0,82; "My = 4,2608x + 4406,1 R2 = 0,76; &My =
0,0411x2 - 3,0571x + 1603,7 R2 = 0,81; ®My = 3,506x + 1619,4 R2 = 0,99 ; ¢*My = 10,326x + 5184,7 R2 = 0,95;
(PuMy = 7,7668x + 6025,5 R2 = 0,91; *My = -0,0001x? + 0,0182x + 2,1735 R2 = 0,80; (Pu)y = -0,0026x + 2,719
R2=0,78

A relacdo folha/colmo que foi maior quando o Azb foi utilizado de forma pulverizado
guando ndo houve adubacdo de N, se inverteu quando foram utilizadas as doses de 40 e 80 kg
de hal, na dose de 120 kg de ha™ ndo houve efeito significativo (figura 10). Em relagéo a
adubacdo de N ocorreu efeito linear crescente para producdo de folha, colmo e,
consequentemente, para producdo total, independente da forma de aplicacdo do Azb (figura
10). Como ja explicado no experimento anterior, o efeito positivo da adubacédo nitrogenada
sobre 0 aumento da producdo de parte aérea de forragens ja foi constatado por varios estudos.

Houve interacdo significativa (P<0,05) para volume de raiz (ml) e massa seca de raiz
(g/vaso) em funcéo da forma de aplicacdo de Azb e uso da adubacédo de N (figura 11).

Em relacdo ao volume de raiz (ml) podemos observar que houve diferenca
significativa em relaco a forma de aplicacdo do inoculante a partir da dose de 80 kg de ha™.
Onde, quando o inoculante foi aplicado de forma pulverizada os aumentos foram de 8,57 e
22,49% para 80 e 120 kg de ha?, respectivamente. Em relagdo a adubacéo de N, houve efeito
quadratico independente da forma de aplicacdo do inoculante (figura 11).

A massa seca de raiz (g/vaso) foi superior estatisticamente nas doses de 40 e 80 kg de
ha! quando o Azb foi aplicado de forma pulverizada. Em relagdo a adubagdo de N houve
efeito linear crescente independente da forma de aplicacgéo (figura 11).

Segundo Okon e Vanderleyden. (1997), os efeitos positivos proporcionados por Azb
sdo derivados principalmente das mudancas morfoldgicas e fisioldgicas nas raizes de plantas

inoculadas, causando um aumento na absor¢do de &gua e nutrientes. A inoculagdo com Azb
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modifica o sistema radicular por um mecanismo ou mecanismos ainda ndo totalmente
estabelecidos, mas isso é atribuido, pelo menos em parte, a producdo pelas bactérias de
substancias que regulam o crescimento das plantas (fitohormonios), levando ao aumento do
nimero de raizes laterais e pelos radiculares, aumentando a superficie disponivel para
captacdo de nutrientes e fluxo de prétons na membrana radicular, 0 que promove a captacao

de 4gua e minerais.
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Figura 11. - Volume de raiz (Vol. Raiz) (ml) (A) e massa seca de raiz (MS raiz) (g/vaso) (B) de Brachiaria
brizantha cv. Marandu em funcdo da forma de aplicacdo de Azospirillum brasilense e uso da adubagéo
nitrogenada

Equagdes de regressdo: My=-0,0174x? + 2,7257x + 185,94 R? = 0,80; Py = -0,0092x? + 2,3157x + 193,04
Rz = 0,86; C*my=0,2182x + 46,708 R2 = 0,86; (Pu)y=-0,0037x? + 0,6532x + 48,217 R2 = 0,90
A interacdo foi significativa (P<0,05), para forma de aplicacdo de Azb e uso do
fertilizante nitrogenado para os teores de matéria mineral (MM) (figura 12).
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Figura 12. - Teores de matéria mineral (MM) (A) de Brachiaria brizantha cv. Marandu em funcéo da forma de
aplicacdo de Azospirillum brasilense e uso da adubacao nitrogenada.
Equacdes de regressio: *My= 8E-05x2 - 0,0095x + 2,4615 R2 = 0,6049

Para as variaveis matéria seca (MS), fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e
proteina (FDNcp) e fibra em detergente acido (FDA) houve redugdo nos teores quando o
inoculante foi aplicado de forma pulverizada, sendo que o contrario aconteceu com
carboidratos nédo fibrosos (CNF) (P<0,05). O teor de MS diminuiu de acordo o0 aumento na
producdo e maior a qualidade da forragem, levando a menores proporcdes de tecidos de
sustentacdo, como observamos na diminuicdo dos teores de FDNcp e FDA e aumento no teor

de CNF. Em relacdo a adubacdo nitrogenada o teor de MS e FDNcp foi linear negativo. Ja

para PB houve efeito linear positivo a medida que aumentou a dose de adubagdo (tabela 11).

Tabela 11 — Composicdo bromatoldgica de Brachiaria brizantha cv. Marandu em funcéo da
forma de aplicacdo de Azospirillum brasilense e uso da adubacéo nitrogenada

FA! Nitrogénio cv P-valor

Item *Sem. **Pulv. 0 40 80 120 FA N? FAXN?®
MS* 28,54a 26,66b 29,24 28,13 26,68 26,33 3,02 0,0000 0,0001 0,1720
EE 1,77 1,55 166 156 160 1,83 2466 0,1445 10,5804 0,9690
PB® 10,01 10,59 848 9,78 11,04 1191 855 0,0806 0,0001 0,1369
FDNcp® 66,13a 63,19b 67,89 64,96 63,21 6259 298 0,0003 0,0001 0,9783
FDA’ 36,10a 32,14b 38,78 3328 31,82 3261 7,03 0,0001 0,0001 0,5861
Lignina 4,17 4,28 403 423 4,12 452 2361 0,7636 0,7761 0,9990
CNF 19,290 20,76a 19,13 19,96 20,55 2045 7,79 10,0148 0,2780 0,4802
CT 85,58 84,90 87,40 85,77 83,76 8384 7,79 0,1564 0,2780 0,4802

Médias seguidas por letras distintas na coluna divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV:
Coeficiente de variacdo. 'Forma de aplicagdo; ?Adubacdo nitrogenada; 3Efeito de interacdo entre a forma de
aplicacdo e adubacdo nitrogenada. Matéria seca (MS), extrato etéreo (EE), proteina bruta (PB), fibra em
detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp), fibra em detergente acido (FDA), lignina,
carboidratos ndo fibrosos (CNF) e carboidratos totais (CT). *Inoculacdo via semente.**Inoculacdo por
pulverizacéo.

4y=-0,0254x + 29,122 R? = 0,9543; 5y= 0,0289x + 8,57 R2 = 0,9922; by= -0,0441x + 67,31 R2 = 0,9211; 7y=
0,001x2 - 0,1679x + 38,691 R2 = 0,9947
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N&o houve efeito significativo para a forma de aplicacdo do inoculante para as fracdes
A, B1+B2, B3 e C da proteina do Brachiaria brizantha cv. Marandu (tabela 12). (P>0,05), e
apesar de observarmos numericamente aumentos ou decréscimo de acordo a adubacédo
nitrogenada, ndo houve efeito significativo para as fracbes A, B1+B2 e B3 (P>0,05) (tabela
12). Observamos diferenca significativa (P<0,05) para fracdo C, sendo menor quando o
inoculante foi aplicado via pulverizacdo. Em relagcdo adubagdo nitrogenada ocorreu uma
queda na fracdo C quando foi utilizada a adubacgdo. A fracdo C que é a fracdo ndo degradado
no rumen, Sniffen et al. (1992), entdo € observado aumento na qualidade da proteina a medida

que se aumentou a dose de N aplicada.

Tabela 12 — Fragdes A, B1+B2, B3 e C da proteina de Brachiaria brizantha cv. Marandu em
funcéo da forma de aplicacédo de Azospirillum brasilense e uso da adubacgéo nitrogenada

) SR
ltem FA Nitrogénio cv P-valor

*Sem.  **Pulv. 0 40 80 120 FA N2 FAXN?
Zra‘?ao 2332 2442 2172 2365 2518 2392 1085 0,2390 00676 0,2285
Fracdo
hismp 5310 5057 5000 5274 5336 5324 1093 02218 05432 0,5602
Er,;‘@ao 1381 1630 17,33 1482 1309 1397 2525 00784 01460 0,2496
Fracdo
o 978a 925b 1139 946 837 887 807 00023 00030 00457

Médias seguidas por letras distintas na coluna divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: Coeficiente
de variacdo. ‘Forma de aplicacdo; 2Adubacéo nitrogenada; 3Efeito de interacdo entre a forma de aplicacédo e
adubacéo nitrogenada. *Inoculacédo via semente.**Inoculagdo por pulverizacéo.

4y =-0,0216x + 10,82R2 = 0,7132

A interacdo foi significativa (P<0,05), para forma de aplicacdo de Azb e uso do
fertilizante nitrogenado para indice SPAD e teores clorofila a, clorofila b, carotenoides e
clorofilas totais (figura 13). Independente da forma de aplicacdo do Azb houve aumentos nos
valores de indice SPAD, clorofila a e b. Pois, o nitrogénio é constituinte da molécula de
clorofila, geralmente existindo correlagéo entre seu uso e o aumento do teor de clorofila nas
folhas (Furlani Junior et al., 1996). Campos et al. (2008) relataram maior teor de clorofila nas
plantas de soja, devido ao fato de citocininas e giberelinas inibirem a degradacédo da clorofila.
Ja sabemos que um dos fatores das bacterias Azb serem consideradas bactérias promotoras de
crescimento em plantas é a producéo de fitohormonios, além da acao fixadora de nitrogénio

no solo.
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Figura 13. - indice SPAD (A) e teores clorofila A (mg de clorofila.g-1 de matéria fresca) (B), clorofila B (mg
de clorofila.g-1 de matéria fresca) (C), carotenoides (mg de clorofila.g-1 de matéria fresca) (D) e clorofilas
totais (mg de clorofila.g-1 de matéria fresca) (E) de Brachiaria brizantha cv. Marandu em funcéo da forma de
aplicacéo de Azospirillum brasilense e uso da adubagdo nitrogenada

EquacBes de regressdo: ¢My= 0,0964x + 21,856 R? = 0,87; ®PuMy= 0,0923x + 23,43 R2 = 0,84; (sem)y=
0,0023x + 0,635 R2 = 0,90 ; PuV)y = 0,0014x + 0,584 R2 = 0,79 ; eMy= -4E-05x2 + 0,005x + 0,2515 R2 =
0,87; Puvy=0,0007x + 0,249 Rz = 0,83; eMy= -0,0004x + 0,18 R2 = 0,76; P"y= 2E-06x2 - 0,0001x +
0,1705R2 = 0,9333; My = 0,0033x + 0,936 R2 = 0,8014

Houve diferenca significativa em relacdo a forma de aplicacdo do inoculante, onde

quando aplicado de forma pulverizada teve uma maior razdo, sendo 11,27% maior (tabela 13).
Os valores da relacdo de clorofila a/b reduziram linearmente em relacéo as doses de N. Isso
ocorreu devido ao aumento da clorofila b (figura 10), para o qual houve crescimento linear
com a adicdo de N. O aumento no teor da clorofila b com o aumento das doses de N pode
aumentar a eficiéncia do processo fotossintético na captacdo e transferéncia de energia para 0s
centros de reacdo, pois, a clorofila b atua como pigmento auxiliar, presente no complexo
antena dos fotossistemas, potencializando a transferéncia de energia de excitacdo para 0s
centros de reacdo Barbieri Junior (2009). Dessa forma, pode-se concluir que o aumento da

clorofila b é importante para a maior producao.

Tabela 13 — Razdo das clorofilas A/B de Brachiaria brizantha cv. Marandu em funcéo da
forma de aplicacdo de Azospirillum brasilense e uso da adubacédo nitrogenada

) S
ltem FA Nitrogénio cV P-valor

*Sem.  **Pulv. 0 40 80 120 FA N2 FAXN®
i‘j‘éﬁ‘o 244b 2752 325 233 225 225 1177 00001 0,0402 0,1445

Médias seguidas por letras distintas na coluna divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV:
Coeficiente de variagdo. *Forma de aplicagdo; 2Adubacio nitrogenada; 3Efeito de interacdo entre a forma de
aplicacdo e adubacéo nitrogenada. *Inoculacdo via semente.**Inoculacdo por pulverizacéo.

4y =-0,0077x + 2,982 R2=0,6636

A interacdo foi significativa (P<0,05), para forma de aplicagdo de Azb e uso da

adubacdo de N para as fragdes de albumina e globulina. Sem o uso da adubacdo nitrogenada



48

foi observado maior valor para a aplicacdo do Azb via semente o mesmo efeito foi encontrado
para a dose de 120 kg de N ha’l, esse efeito se inverteu para a dose de 40 kg de N ha* (figura
14). Em relacdo a adubacgédo de N houve efeito quadratico positivo via semente e negativo com

a aplicacéo pulverizada.
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Figura 14. - Teores de Albumina (mg.g-! de proteina (A) e globulina (mg.g-! de proteina) (B) de Brachiaria
brizantha cv. Marandu em funcdo da forma de aplicacdo de Azospirillum brasilense e uso da adubacéo

nitrogenada
Equactes de regressdo: S*My= 0,0001x? - 0,0097x + 1,409 R2 = 0,91; ®“V)y=-0,0002x? + 0,0207x + 0,93 R2 =

0,762; ¢My=-0,0031x + 0,606 R2 = 0,85; PuM)y=-0,0028x + 0,599 R? = 0,76

Houve diferenca significativa (P<0,05) em relacdo a forma de aplicacdo do Azb para
glutelina, sendo maior 27% quando aplicado de forma pulverizada (tabela 14). As glutelinas
sdo um grupo de proteinas consideradas estruturais e seu aumento esta relacionado ao ritmo
de crescimento das gramineas, resultando em maior demanda de suporte estrutural para novos

tecidos (Shewry e Casey, 1999; Costa et al., 2008; Dupas et al., 2010).
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Tabela 14 — Teores de prolamina e glutelina (mg.g-* de proteina) de Brachiaria brizantha cv.
Marandu em funcdo da forma de aplicacdo de Azospirillum brasilense e uso da adubacéo
nitrogenada

FA! Nitrogénio P-valor

Ccv

Item
*Sem. **Pulv. 0 40 80 120 FA N2 FAXN3

Prolamina* 0,25 0,28 018 023 031 034 1547 09787 0,0001 0,0020
Glutelina® 0,55b  0,76a 069 066 078 050 18,85 0,0559 0,0001 0,5488

Médias seguidas por letras distintas na coluna divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: Coeficiente
de variagdo. 'Forma de aplicagdo; Adubagcdo nitrogenada; °Efeito de interacdo entre a forma de aplicagdo e
adubacdo nitrogenada. *Inoculacdo via semente.**Inoculacdo por pulverizagdo.

A interacdo foi significativa (P>0,05), para forma de aplicacdo de Azb e uso da
adubacéo de N para aglcares sol(veis totais (AST) na raiz. Onde nas doses 40 e 80 kg ha™ de
N a AST foi maior quando o Azb foi inoculado via semente (figura 15). Em relacéo as doses
de N houve aumento linear de acordo o aumento da dose de adubagéo. Consequéncia de um
maior crescimento vegetal e aumento de area foliar, levando a uma maior producdo de

fotoassimilados.
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Figura 15. - AcUcares solUveis totais da raiz (AST raiz) (A) de Brachiaria brizantha cv. Marandu em fungéo da
forma de aplicacdo de Azospirillum brasilense e uso da adubacdo nitrogenada
Equactes de regressio: ¢*™y=0,0438x + 22,06 R2 = 0,94; (®uV)y = 0,0859x + 22,741R2 = 0,67

Observamos diferenca significativa (P<0,05), entre as formas de aplicacdo do Azb
para AST na folha e colmo, com valores superiores quando a aplicacéo foi pulverizada. Para a
adubacdo de N houve efeito linear crescente (P<0,05) para AST na folha e colmo, além de
amido na raiz (tabela 15).

O N é muito requisitado pelas plantas uma vez que é constituinte de aminoéacidos,
proteinas e clorofila, a falta de nitrogénio e clorofila significa que a planta conseguira utilizar
com eficiéncia a luz do sol como fonte de energia para fungdes essenciais como a absorcao de

nutrientes e a producgéo de carboidratos para o desenvolvimento (Lima et al., 2001). Levando
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a um maior crescimento vegetal e aumento de area foliar, consequentemente a uma maior
producdo de fotoassimilados. Assim, sua maior disponibilizacdo de N para a cultura pode
promover incrementos no acumulo de carboidratos pela planta (Kerbauy,2012) inclusive de

reserva, como foi a resposta neste experimento para amido no colmo e raiz.

Tabela 15 — AguUcares sollveis totais (AST) em folha e colmo, amido (Am) no colmo e raiz
em Brachiaria brizantha cv. Marandu em fungdo da forma de aplicagdo de Azospirillum
brasilense e uso da adubacéo nitrogenada

FA! Nitrogénio cV P-valor
*Sem. **Pulv. 0 40 80 120 FA N2 FAxN3

Item

AST folha*  55,02b 56,90a 48,37 57,30 5590 62,25 15,72 0,0001 0,0002 0,7826
AST colmo® 35224b 52,10a 31,04 4516 46,83 51,65 10,87 0,0001 0,0018 0,1146
Am. colmo 5,34 5,90 409 6,06 634 599 14,73 0,7063 0,5562 0,8742
Am.raiz® 10,70 9,96 8,73 10,44 10,87 11,29 14,73 0,0655 0,0001 0,9967

Médias seguidas por letras distintas na coluna divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: Coeficiente
de variacdo. Forma de aplicacdo; 2Adubacdo nitrogenada; Efeito de interacdo entre a forma de aplicacéo e
adubacéo nitrogenada. *Inoculacdo via semente.**Inoculacéo por pulverizagéo.

4y=0,1006x + 49,919 R? = 0,818; ®y= 0,1588x + 34,145 R? = 0,8565; ®y= 0,0203x + 9,116 R2 = 0,8688

A interacdo foi significativa (P<0,05), para forma de aplicacdo de Azb e uso da
adubacdo de N para indice de area foliar (IAF). Onde observamos valores superiores quando 0
Azb foi aplicado via pulverizacao, e recebeu adubacao (figura 16). Segundo Cairo, Oliveira &
Mesquita (2008), o indice de area foliar esta relacionado a densidade foliar de determinada
area, e cresce intensamente até atingir o valor maximo, podemos observar neste experimento

que, o indice de area foliar chegou ao seu valor maximo, apresentando comportamento linear

crescente.
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Figura 16. - indice de area foliar (IAF) (A) de Brachiaria brizantha cv. Marandu em fungo da forma de
aplicacéo de Azospirillum brasilense e uso da adubacéo nitrogenada
Equacdes de regressdo: ¢*™y=0,0438x + 22,06 R2 = 0,94; (®uM)y = 0,0859x + 22,741R2 = 0,67
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Houve diferenca significativa (P<0,05), entre as formas de aplicacdo do Azb para area
foliar (AF) (dm?), a maior area foliar foi observada quando o inoculante foi aplicado de forma
pulverizada. Em concordancia com a maior producdo de folhas (tabela 16). Em relagdo a
adubacdo de N houve efeito linear crescente para (P<0,05), AF e area foliar especifica (AFE).
A AFE é utilizada como indicador da espessura foliar, uma vez que € a relacdo entre area
foliar e peso da folha. Dessa forma, podemos inferir que o aumento na producdo de massa
seca de folha (figura 7) se deu pelo maior tamanho e ou maior quantidade de folhas e ndo pelo

Seu peso ou espessura. houve efeito quadratico para razao area foliar (RPF) (tabela 16).

Tabela 16 — Area foliar (AF) (dm?), area foliar especifica (AFE) (dm? g'), Razdo érea foliar
(RAF) (dm%g™?) e razdo peso foliar (RPF) de Brachiaria brizantha cv. Marandu em fungéo
da forma de aplicacdo de Azospirillum brasilense e uso da adubacéo nitrogenada

ltem FA! Nitrogénio oV P-valor
*Sem. **Pulv. 0 40 80 120 FA N2 FAXNS®
AF! 28,77b 29,23a 23,07 29,05 31,10 32,80 8,05 0,0189 0,0001 0,2195
AFE? 0,48 0,45 043 047 048 049 19,22 0,4125 0,0069 0,3937
RAF 0,34 0,36 031 037 03 0,37 10,27 0,0854 0,0599 0,1545
RPF* 0,75 0,76 0,72 0,78 0,76 0,75 10,30 0,0933 0,0041 0,3663

Médias seguidas por letras distintas na linha divergem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). CV: Coeficiente
de variacdo. 'Forma de aplicagdo; 2Adubacdo nitrogenada; 3Efeito de interacdo entre a forma de aplicacéo e
adubacdo nitrogenada. *Inoculacdo via semente.**Inoculacdo por pulverizagdo.

ly =0,0781x + 24,319 R2 = 0,9034; 2y = 0,0005x + 0,4402 R? = 0,8339; %y = -1E-05x? + 0,0015x + 0,7245 R2
=0,784
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V — CONCLUSAO

O inoculante contendo bactérias Azospirillum brasilense pode ser associado ao uso da
adubacdo nitrogenada, apresentando aumento na producdo total do Brachiaria brizantha CV.
Marandu até o maximo nivel de adubacgéo nitrogenada utilizado no presente trabalho. Sendo

recomendado a forma de aplicagéo pulverizada.
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VIl - CONSIDERACOES FINAIS

Experimento 1

A inoculagdo de sementes de Brachiaria brizantha CV. Marandu com inoculante
contendo bactérias Azospirillum brasilense contribui de forma positiva no desenvolvimento e
producdo do Brachiaria brizantha, com aumento em todas as variaveis produtivas de parte
aérea e volume de raiz, além de melhorar a sua qualidade com aumentos de proteina bruta e

queda nos teores de fibra em detergente neutro.
Experimento 2

A aplicacdo do inoculante contendo bactérias Azospirillum brasilense de forma
pulverizada no Brachiaria brizantha CV. Marandu aumenta a producdo total das plantas, a
massa seca e 0 volume de raiz quando comparada com a aplica¢do via semente. Além de
melhorar a qualidade reduzindo os teores de matéria seca, fibra em detergente neutro, fibra

em detergente &cido e aumentar o teor de carboidratos ndo fibrosos.



